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Estructura y diversidad genética de una salamandra micro endémica 

(Pseudoerycea robertsi) y críticamente amenazada del Nevado de Toluca. 

Resumen  

Los anfibios están sufriendo la peor crisis de extinción en su historia evolutiva, se considera que 

recientemente ha ocurrido una reducción drástica de sus poblaciones y áreas de distribución. El 

factor que más impacta en la disminución de las poblaciones de anfibios mexicanos es la 

deforestación y transformación del hábitat; esta fragmentación provoca en muchos casos el 

aislamiento de las poblaciones, generando una depresión por endogamia. Favoreciendo que las 

poblaciones o especies sean vulnerables a procesos estocásticos que pueden llevar a extinciones 

locales o totales, ya que debajo de un cierto tamaño poblacional se reduce la adecuación y se 

genera un ciclo de deriva génica.  

Pseudoeurycea robertsi es una salamandra microendémica (familia Pletodontidae), con hábitat 

restringido dentro del Área de Protección de Flora y Fauna Nevado de Toluca (APFFNT). En los 

últimos años, el cambio en las prácticas de uso de suelo, el aumento de los asentamientos humanos 

y el cambio de protección del  APFFNT ha provocado la disminución y calidad del hábitat donde 

radica P.robertsi. Estas características favorecen procesos de perdida de diversidad genética, 

cuellos de botella y por lo tanto deriva génica que podrían poner en riesgo a la especie. Para evaluar 

la hipótesis de que la fragmentación antropogenica y la distancia geográfica repercute en la 

diversidad genética y la estructura poblacional de P. robertsi, se colectaron 96 individuos de 6 

poblaciones utilizando 9 loci de microsatélites. Así mismo se determinó  el posible efecto del tamaño 

efectivo y la endogamia dentro y entre las poblaciones, para proponer estrategias de conservación 

que aseguren la conservación de esta salamandra. 

En general la especie presentó niveles de diversidad genética moderados similar a lo observado en 

otras especies de anfibios con distribuciones restringidas, sin embargo la población de Palo Seco 

presentó bajos niveles de diversidad genética comparada con las otras poblaciones de estudio, así 

como también se encontró fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg debido a una deficiencia de 

heterocigotos. 

El análisis de estructura genética revela que existen tres grupos genéticos, con una estructuración 

débil. Las localidades de Amanalco, Amanalco C, Mesón Viejo y Carretera son un grupo genético,  

Rancho y Palo seco representan otro grupo genético cada una. El tamaño poblacional efectivo para 
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el total de las poblaciones es bajo pero similar a lo observado en otros anfibios, siendo menor a 50 

individuos dependiendo de la frecuencia alélica empleada. Se encontraron evidencias de endogamia 

en 3 de las poblaciones estudiadas, lo que refuerza la hipótesis de que P. robertsi pasa por un 

proceso de endogamia, deriva génica o un sesgo reproductivo que está incrementando el 

parentesco. Dado que se ha encontrado un cuello de botella reciente tomando el total de las 

poblaciones y en tres de las seis poblaciones bajo estudio, es evidente que se inicia el declive de la 

población por lo que es necesario aplicar urgentemente estrategias de conservación que garanticen 

la sobrevivencia de P. robertsi. 

 

Palabras Clave: fragmentación antropogénica, endogamia, tamaño poblacional, microsatélites, 

especie amenazada, conservación.  

 

Structure and genetic diversity of a micro endemic salamander threatened 

(Pseudoerycea robertsi) in the Nevado de Toluca. 

Abstract 

Amphibians are suffering the worst crisis of extinction in their evolutive history, it is considered a 

recently and drastic reduction of their populations and areas of distribution. Possibly, deforestation 

and vegetation transformation are the factors that most impacts on the decline of Mexican amphibian 

populations inducing habitat fragmantation. This fragmentation in many cases caused the isolation of 

the populations, generating a endogamic depression, the species become extremely vulnerable to 

extinction below a certain population size because fitness is reduced and a cycle of high genetic drift 

is generated, with population vulnerable to stochastic events until they reach extinction 

Pseudoeurycea robertsi is a microendemic salamander (family Pletodontidae), its habitat is restricted 

within the “Area of protection of flora and fauna Nevado de Toluca” (APFFNT). In recent years, the 

change in land use practices, human settlements and the new category of protection from “Nevado 

de Toluca” to APFFNT has led to a decrease in the area and quality of the habitat where P.robertsi 

inhabit. To evaluate the hypothesis that anthropogenic fragmentation and geographic distance affect 

genetic variation and population structure of P. robertsi, 96 individuals were collected and 9 

microsatellite loci were used from 6 localities within the APFFNT: Amanalco, Amanalco C, Mesón 

Viejo, Carretera, Rancho, Palo Seco. Likewise, the possible effect of effective size and inbreeding 
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within and among populations was determined to propose measures to ensure the conservation of 

this salamander. 

Pseudoeurycea robertsi presents moderate levels of genetic variation similar to other species of 

amphibians with restricted distributions, however the population of Palo Seco presented low levels of 

genetic variation compared to the other study populations, as well as outside Hardy-Weinberg 

equilibrium due to a deficiency of heterozygotes. 

The analysis with Geneland reveals that there are three genetic groups, although with a weak 

structuring in the populations but detectable when allocating the populations of Amanalco, Amanalco 

C, Mesón Viejo and Carretera within a genetic group populations, while Rancho and Palo Seco 

represent the rest of the groups. The effective population size for the total population is low but 

similar to that observed in other amphibians, being less than 50 individuals depending on the allelic 

frequency used. Evidence of endogamy was found in 3 of the studied populations, reinforcing the 

hypothesis that the species is undergoing a process of inbreeding or gene drift that is increasing 

kinship. And since a recent bottleneck has been found by taking the total populations and in three of 

the six populations under study, it is clear that population decline is beginning to occur, and 

conservation strategies need to be urgently to guarantee the long-term survival of P. robertsi. 

 

Key words: anthropogenic fragmentation, inbreeding, population size, microsatellite, Threatened 

Species, conservation.  
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Introducción  

Declive global de los anfibios 

 

Los anfibios están sufriendo la peor crisis de extinción en su historia evolutiva (Wake y Vredenburg 

2008; Parra-Olea et al. 2014), con aproximadamente un 40 % de las especies amenazadas en todo 

el mundo según los criterios de la UICN (Hoffmann et al. 2010). Si bien las extinciones son un 

fenómeno biológico natural, las tasas se han incrementado, especialmente en vertebrados, 

reportándose para el caso de los anfibios declinaciones poblacionales y reducción drástica de sus 

áreas de distribución (Wells 2007). Sin embargo, las extinciones que formaron parte de la historia 

evolutiva se desarrollaron en largos periodos de tiempo; permitiendo el surgimiento de nuevas 

especies, mientras, que las actuales extinciones suceden tan rápidamente que no permiten que la 

acción de las fuerzas evolutivas dé origen a nuevas especies (Allendorf y Luikart 2007; Navarrete-

Vargas 2008).  

Se han propuesto varias causas que por separado o conjuntamente podrían contribuir al declive de 

los anfibios (Corn 2001), como el cambio climático y las alteraciones atmosféricas, introducción de 

especies exóticas, enfermedades infecciosas emergentes y modificaciones antropogénicas de sus 

hábitats naturales (Pounds et al. 1999; Kucken et al. 1994; Blaustein et al. 1998; Berger et al. 1998; 

Noёl et al. 2007). La mayor parte de las especies tienen asociados límites de tolerancia abióticos 

que influyen en su fenotipo (Velázquez 2002). En consecuencia se predice que las alteraciones de la 

temperatura y las precipitaciones asociadas al cambio climático, modificaran los hábitats de 

numerosas especies ampliando o disminuyendo su rango de distribución (Lorente et al. 2004). Los 

anfibios son especialmente sensibles a cambios ambientales al tener sus fases metamorficas y 

procesos fisiológicos muy dependientes de las condiciones hídricas y térmicas del hábitat (Marco 

2003). Se han encontrado evidencias que los niveles de radiación UV-B (280-320 nanómetros) en 

regiones templadas han contribuido a la declinación de algunas especies de anfibios; las más 

vulnerables son aquellas que depositan sus huevos en aguas abiertas y superficiales, ya que los 

huevos de la mayor parte de los anfibios carecen de cubierta dura que pueda bloquear la radiación, 

los rayos UV o la contaminación (Blaustein y Wake 1995; Molina y Péfaur 2010). Por otro lado, la 

introducción de especies exóticas puede afectar a las especies nativas ya sea por depredación, 

competencia o transmisión de enfermedades o parásitos (Lavilla 2001). Como el hongo 

Batrochochytrium dendrobatis, que está afectando a poblaciones de todo el mundo (Berger et al. 
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1998; Bosch et al. 2001); y  la infección por ranavirus, que fue documentada en Asturias (2007) en 

larvas de sapo Alytes obstetricans (Balseiro et al. 2009; García-González 2012). 

El factor que más impacta en la disminución de las poblaciones de anfibios mexicanos es la 

deforestación y transformación de vegetación (Frias-Alvarez 2010; Parra-Olea et al. 2014), esta 

sobreexplotación de los recursos naturales, provoca la perdida, degradación y fragmentación del 

hábitat de numerosas especies; llevándolas a estados críticos de supervivencia, y en los peores 

casos, a su extinción (Navarrete-Vargas 2008). El desarrollo urbano ha sido el principal factor en el 

cambio del paisaje y en la fragmentación del hábitat. Durante la segunda mitad del siglo XX, la 

proporción de la población humana que vive en la zonas urbanas ha aumentado de 29% en 1950 a 

47% en el 2000 (Miller y Hobbs 2002; Noel et al. 2007). La urbanización amenaza actualmente a 

más de un tercio de las especies conocidas de anfibios en el mundo y, además, se trata de un 

proceso en expansión (Hamer y McDonnell 2008). 

Además de su vulnerabilidad fisiológica, su ecología también contribuye a su sensibilidad a 

alteraciones del hábitat. Los anfibios presentan un ciclo de vida complejo con una fase larvaria con 

requerimientos de hábitat y nutricionales diferentes al adulto (Pechmann y Wilbur 1994), de manera 

que su condición y abundancia podría reflejar los efectos combinados o sinérgicos de interacciones 

entre ecosistemas (Blaustein y Wake 1995; García-González 2012). Por otro lado, sus poblaciones 

funcionan como un sistema metapoblacional (Marsh y Trenham 2001) en el cual la distribución de 

las especies cambia frecuentemente entre años incluso en ambientes inalterados (Skelly et al., 

1999), lo cual determina que la eliminación de un punto concreto de reproducción o de dispersión, 

condiciona la viabilidad de núcleos reproductivos próximos, conectados con éste. Estos núcleos 

pueden verse implicados a modo de efecto dominó, desapareciendo igualmente aunque las 

alteraciones no incidan directamente sobre ellos (Gill 1978; Berven y Grudzien 1990; Sinsch 1992; 

Marsh y Trenham 2001). 

Procesos en poblaciones reducidas  

 

De acuerdo con Frankham et al. (2002) la fragmentación del hábitat involucra dos procesos: 1) la 

reducción en el área total del hábitat; y 2) la generación de parches aislados a partir de una 

distribución continua (Castellanos-Morales 2009). En muchos casos la fragmentación ha provocado 

el aislamiento de las poblaciones, las especies se hacen extremadamente vulnerables a la extinción 

por debajo de un cierto tamaño poblacional (Van de Zande et al. 2000) y la reducción de la migración 
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entre los parches imposibilita el rescate por individuos colonizadores provenientes de otros 

fragmentos de manera que se afectan la composición genética de las especies (Noёl et al.  2007; 

Castañeda-Rico 2008; Blanché 2011). Los fragmentos de hábitat pequeños solamente pueden 

sustentar poblaciones pequeñas, cuando baja el tamaño poblacional, la estocasticidad demográfica 

y ambiental, generan una pérdida de diversidad genética, disminuyendo la abundancia hasta llegar a 

fenómenos donde la población se encuentre en peligro (Blanché 2011; Gallina y López-González 

2011), como los llamados vórtices de extinción o los cuellos de botella. Los primeros ocurren cuando 

en poblaciones pequeñas, demográficamente inestables y con altos niveles de endogamia se 

presenta una reducción de la adecuación y un ciclo de alta deriva génica (Primack et al.  2001; 

Frankham et al.  2002)., lo que refuerza el decline, aumentando la depresión por endogamia y la 

susceptibilidad a eventos estocásticos reduciendo aun más el tamaño poblacional hasta llegar a la 

extinción (Castellanos-Morales 2009; Rocha y Gasca 2007; Fig. 1.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Los cuellos de botella, por otra parte, son reducciones drásticas en los tamaños efectivos y pueden 

repercutir en los niveles de variación genética (Rocha y Gasca 2007). Las poblaciones pueden 

experimentar la perdida de alelos raros y una disminución en la heterocigocidad a través de la 

endogamia (Reed y Frankham 2003). Por lo tanto, si las poblaciones permanecen pequeñas por 

largos periodos de tiempo, el efecto de error de muestreo es acumulativo, generando cambios al 

Figura 1. Cuando una población es muy pequeña, los fenómenos estocásticos incrementan 
el efecto de los problemas genéticos, por lo que la población sufre un vórtice de extinción. 

Extraído de Rocha y Gasca (2007). 
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azar en las frecuencias alélicas, lo que se conoce como deriva génica (Hartl y Clark 1999). Por el 

contrario, en poblaciones de mayor tamaño las fluctuaciones no son tan grandes, se espera que 

mantengan niveles de variación genética mayores que en las poblaciones pequeñas (Rocha y Gasca 

2007). 

Otro problema de las poblaciones pequeñas es el llamado colapso mutacional “mutational 

meltdown”, en el cual las mutaciones deletéreas se van acumulando por que la selección es menos 

eficiente; mientras que en poblaciones grandes las mutaciones deletéreas son removidas por la 

selección natural y esta elimina a los individuos con mayor carga genética (Lynch 1993). Si la 

población comienza a declinar, el número de individuos disponible para que se eliminen las 

mutaciones deletéreas disminuye, la purga se vuelve cada vez menos eficiente, aumenta la carga 

genética de la población y la adecuación disminuye (Lynch 1993; Lande 1995; Lynch et al. 1995). 

 

Diversidad y estructura genética  

 

La Unión Internacional para la Conservación de la Naturaleza (UICN) reconoce tres niveles 

jerárquicos de diversidad para conservar la naturaleza: la diversidad genética, la diversidad de 

especies y la diversidad de ecosistemas (McNeely et al. 1990). Se puede definir a la variación 

genética como “la capacidad genética para variar”, y por ende, la capacidad a responder a 

variaciones de índole ambiental. Por ello, la diversidad genética constituye la base del progreso 

genético y el motor que impulsa la evolución (Rochambeau et al. 2000; Wayne y Miyamoto 2006). 

Los niveles de diversidad genética dentro de las poblaciones y la divergencia entre éstas varía de 

acuerdo con el grado de fragmentación que presentan (Garner et al. 2005), es decir, a mayor 

distancia geográfica entre los fragmentos y/o a mayor tiempo de aislamiento, se espera que la 

diversidad genética disminuya y, por tanto, las poblaciones presenten una mayor divergencia 

(Frankham et al. 2005). También examinar estas variaciones genéticas permite elucidar sus 

asociaciones históricas y los procesos de reestructuración genética que pueden conducir a la 

especiación (Kirchman et al. 2000). La variación genética se da por cambios en secuencias de DNA 

resultado de mutaciones nucleotídicas, inserciones o deleciones de fragmentos como los 

transposones, duplicaciones, o por cambios en la estructura y el número de cromosomas (Wayne y 

Miyamoto 2006; Mendoza-Martínez 2011); la recombinación también genera variación a través de 
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procesos como la conversión génica y la hibridación de hebras de DNA (Lewin 2008). El flujo de 

genes puede ser considerado como una tercera fuente de variación; se define como el intercambio 

de genes entre poblaciones diferentes, generalmente contiguas o, a la introducción de nuevos genes 

en una población desde fuentes externas (Solbrig 1970; Donoso et al. 2004). Las fuerzas evolutivas 

que disminuyen la variación genética dentro de las poblaciones son la deriva genética que disminuye 

la variación a través de la fijación de alelos, y algunas formas de selección natural, como la selección 

direccional (Pierce 2009).  

La diversidad genética representa un balance entre la mutación, la deriva génica y la selección 

natural, y altos niveles de variación son considerados “sanos” ya que confieren a las poblaciones la 

habilidad de responder a cambios temporales y espaciales que ocurren en el ambiente (Amos y 

Harwood 1998; Primack et al. 2001). Al reducirse el tamaño efectivo poblacional se observa un 

incremento en el efecto de la endogamia y la deriva génica, lo cual implica una tendencia hacia la 

pérdida y fijación de alelos y una disminución en la heterocigosidad (Frankham 1997; Frankham et 

al. 2005). Los niveles de diversidad genética en una población están determinados por el número de 

genes con más de un alelo (genes polimórficos) y por el número de alelos para cada gen polimórfico. 

La existencia de un gen polimórfico permite a algunos individuos de una población diploide ser 

heterocigotos para ese gen, esto es, reciben un alelo diferente del gen de cada uno de sus padres. 

Por lo ello la heterocigosis es una medida que permite describir la proporción de heterocigotos en un 

único locus o en un número determinado de loci en una población (Gillespie 2004; Hedrick 2005). 

La mayoría de las poblaciones se encuentran agrupadas en subpoblaciones más pequeñas dentro 

de las cuales ocurre el apareamiento (Hartl y Clark 2007) por lo que, muestran diferentes grados de 

estructuración genética. Se entiende por estructura genética a la cantidad y distribución de la 

variación genética dentro y entre poblaciones de una determinada especie (Gillespie 2004), y puede 

ser el resultado de la interacción entre factores ambientales, historias de vida (Sistemas de 

apareamiento), fuerzas azarosas (Deriva genética, mutación) y deterministas (Selección natural) 

(Hartl y Clark 1999 y Freeland 2005). Dicha estructura genética tiene un patrón temporal (cambia a 

lo largo del tiempo), ya que las proporciones de los individuos con un genotipo y otro cambian tanto 

en tiempos cortos (ecológicos) como largos (evolutivos) (Vázquez- Domínguez 2007). Asimismo, 

existe un patrón espacial de la estructura genética, que se refleja en las diferencias genotípicas o 

fenotípicas entre individuos de la misma especie que se encuentran en sitios diferentes (Hartl y Clark 

1999; Hedrick 2005). 
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La estructura genética de las poblaciones puede describirse bajo alguno de los dos modelos 

poblacionales generales: continuo o discreto. El primero asume que las poblaciones naturales 

presentan una distribución no interrumpida como la predicha por panmixia (reproducción al azar), lo 

que implica alta homogeneidad en la frecuencia y distribución de los alelos. Por otro lado, el modelo 

discreto, asume que las poblaciones se encuentran distribuidas de manera discontinua y más o 

menos independiente (Kimura 1953; Valdivia-Carrillo 2014). Este segundo modelo, a su vez, puede 

tener dos modalidades: 1) el de islas de Wright, en este modelo cada población local (subpoblación) 

es lo suficientemente grande como para que el efecto de la deriva génica sea mínimo, y asume que 

la migración entre cada subpoblación se da de tal forma que las frecuencias alélicas entre los 

migrantes igualan al promedio de la frecuencias alélicas entre subpoblaciones (Slatkin 1995; Esquer-

Garrigós 2008); y 2) el modelo de saltos “stepping Stone”, en donde los organismos de cada 

población solo tienen acceso a las poblaciones adyacentes (Kimura 1953). Debido a que las 

especies generalmente presentan un área de distribución de mayor extensión que la capacidad de 

dispersión de los individuos que la conforman, las poblaciones generalmente muestran un patrón de 

aislamiento genético por distancia (poblaciones más cercanas son genéticamente más similares que 

poblaciones geográficamente más distantes; Balloux y Lugon-Moulin 2002). 

La principal fuerza evolutiva responsable de la estructuración genética de las poblaciones es el flujo 

genético (Valdivia-Carrillo 2014). Debido a que la estructura genética refleja el número de alelos que 

son intercambiados entre y dentro de las poblaciones, el intercambio de genes entre éstas 

homogeniza las frecuencias alélicas (Balloux y Lugon-Moulin 2002). Si el flujo génico entre 

poblaciones de una especie es alto, es decir, hay una alta conectividad poblacional, todas ellas 

evolucionan de manera conjunta (a menos que sea contrarrestado por selección o deriva génica) 

generando nuevos polimorfismos e incrementando el tamaño efectivo de las poblaciones, y así, 

favorece la adaptación; pero si es bajo el flujo génico, empiezan a divergir, lo que puede contribuir al 

aislamiento reproductivo y al establecimiento de linajes evolutivamente independientes (Slatkin, 

1994). Cuanto flujo se requiere para impedir la evolución independiente en poblaciones locales 

diferentes depende de que otras fuerzas evolutivas se encuentren actuando, como la selección 

natural y la deriva génica (Balloux y Lugon-Moulin; Godinho et al. 2006; Eguiarte et al. 2007); asi 

mismo las características del paisaje modelan la estructura genética de las poblaciones mediante la 

interrupción de los patrones de dispersión, además de que acentúan la subdivisión poblacional, y en 

combinación con las características biológicas de las especies, pueden reducir la panmixia, por 
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tanto, el conocimiento de las barreras geográficas que afectan el flujo genético es esencial en los 

programas de conservación (García-González 2012;  Templeton 2006). Con el avance de las 

técnicas moleculares, surge la genética de la conservación que se centra en la aplicación de la 

genética de poblaciones y la genética cuantitativa para preservar a las especies como entidades 

dinámicas capaces de acoplarse al cambio ambiental a partir del manejo genético de poblaciones 

pequeñas, de la definición de unidades de manejo dentro de las especies y la comprensión de la 

biología de las especies (Frankham et al. 2002; Rocha y Gasca 2007; Castellanos-Morales 2009).  

Una herramienta importante para estudios de conservación de especies a nivel poblacional son los 

marcadores moleculares (Goldstein y Scholotterer 1999; Percino-Daniel et al. 2008). Se denominan 

marcadores moleculares a aquellas biomoléculas, básicamente DNA o proteínas, que pueden 

funcionar como caracteres cualitativos o cuantitativos (relacionados con diferentes rasgos genéticos 

heredables), permitiendo detectar diferencias y similitudes (polimorfismos), presentes en los 

organismos de los que provienen. Estos marcadores permiten evaluar entonces la variación 

presente entre organismos de poblaciones de una especie (Avise 1994; Li 2000; Freeman y Herron 

2002; Suárez-Atilano 2009).  

Hay diferentes marcadores moleculares como las aloenzimas, el DNA mitocondrial (DNAmt), los 

RFLP “restriction fragment lenght polymorphisms”, minisatélites y microsatélites (Hedrick y Miller 

1992; Kohn y Wayne 1997; Frankham et al. 2002; Allendorf y Luikart 2007). Uno de los más 

empleados por los ecólogos y en estudios de genética de poblaciones son los microsatélites, debido 

principalmente a su alto grado de polimorfismo (Lima-Rosa et al. 2000), incluso en poblaciones 

pequeñas y en especies en peligro de extinción (Allendorf y Luikart 2007). Estos nos permiten 

identificar poblaciones con una diversidad genética reducida y generalmente más vulnerables ante 

un posible cambio ambiental. Además nos permiten distinguir subpoblaciones genéticamente 

diferenciadas para dirigir esfuerzos de conservación hacia ellas, entre otras aplicaciones (Jehle y 

Arntzen 2002; Percino-Daniel et al. 2008).  

Los microsatélites o secuencias de repetición simple SSRs “Simple Sequence Repeats” son 

regiones de DNA con secuencias cortas de una a seis pares de bases (pb) repetidas en tándem, es 

decir, la misma secuencia una tras otra, llegando a mediar toda la región hasta 100 pb (Schlotterer 

2000). Estos fueron descubiertos en los genomas eucariontes alrededor de 1980 y desde entonces 

han sido utilizados para estudios de genética de poblaciones (Jarne y Lagoda 1996; Scotti et al. 
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1999). Estos se clasifican en tres familias: puros, compuestos e interrumpidos, por ejemplo en el 

caso de un microsatélite trinucleótido (Cuadro 1):  

 

Cuadro 1. Clasificación de las tres familias de microsatélites.  

 

Puro 

 

Compuesto 

 

Interrumpido 

CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG  CAGCAGCAGCAGCATCATCATC  CAGCAGTTCAGCAGCAGTTCAG  

 

Los microsatélites presentan herencia mendeliana y son marcadores codominantes lo que permite 

definir loci y diferenciar individuos homocigotos y heterocigotos, estimar su porcentaje y las 

frecuencias alélicas de las diferentes variantes en una población (Jarne y Lagoda 1996; Esquer 

Garrigós 2008). 

El alto grado de polimorfismo presente en este tipo de marcadores se debe a la existencia de errores 

en el apareamiento durante la replicación “slippage misparing‟, generados a su vez por un alto 

número de repeticiones de nucleótidos cercanas entre sí, lo que provoca duplicaciones o deleciones 

de segmentos en el DNA y cambios en el número de repeticiones (polimorfismo en el longitud de 

éstos), distinguibles por electroforesis (Griffiths et al. 2004, Selkoe y Tioonen 2006). 

Un locus de microsatélite varía típicamente en 5 a 40 repeticiones, de dinucleótidos, trinucleótidos o 

tetranuclótidos, siendo los primeros los más encontrados en diversidad de especies (Goldstein y 

Schlotterer 2000, Li 2000, Selkoe y Tioonen 2006). Su polimorfismo radica en las diferencias en el 

número de repeticiones, que permite diferenciar alelos por su longitud (Suárez-Atilano 2009). 

Antecedentes  

En México hay representantes de 4 familias del Orden Caudata: Ambystomatidae, Plethodontidae, 

Salamandridae y Sirenidae, siendo la familia Plethodontidae la que contiene el mayor número de 

géneros y especies. De los pletodóntidos, el grupo más diverso es el género Pseudoeurycea, el cual 

se distribuye desde Sonora y Chihuahua hasta Guatemala (Windfield 2008). Existen 118 especies 

descritas, de las cuales 84 se consideran en alguna categoría de riesgo (71.2 %) según la IUCN 

(Wilson et al. 2013).  
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Se considera que los anfibios de la familia Plethodontidae, y en especial las especies del género 

Pseudoeurycea, son grupos representativos de diversidad y endemismo de especies que han 

colonizado por muchos años los hábitats de México (aprox. 30 millones de años para 

Pseudoeurycea, Wiens et al. 2007), siendo los bosques de niebla y bosques templados del centro y 

sur de México que se localizan entre 1000 y 2800 msnm los que albergan una alta diversidad de 

especies de salamandras (Wake et al. 1992). Estos bosques son hábitat que presentan tasas de 

evaporación reducidas, conservando la humedad la mayor parte del año, lo cual se relaciona con la 

presencia de troncos caídos, piedras y suelos porosos, que son lugares idóneos para las 

salamandras de hábitos terrestres (Windfield 2008).  

La familia Plethodontidae es importante para el análisis de la quitridiomicosis, ya que refleja el efecto 

de la enfermedad en las poblaciones de anfibios completamente terrestres y porque se ha 

determinado que toleran altos grados de infección, por lo que pueden ser vectores del patógeno y 

causantes de la prevalencia de la infección en los ecosistemas (Martel et al. 2013; Mendoza-

Almeralla et al. 2015). Aun no hay reportes en la Faja Neovolcanica Transmexicana de dicho hongo 

en P. robertsi, sin embargo hay registros de otras especies como P. leprosa y P. belli con dicho 

patógeno (Van Rooij et al. 2011), lo cual es alarmante ya que hay 4 especies de salamandras 

conocidas en el Nevado de Toluca, Pseudoeurycea bellii, Ambystoma rivulare, Pseudoeurycea 

leprosa, Pseudoeurycea robertsi (Bille 2009). 

La relación genética entre especies de Pseudoeurycea basado en alozimas (Lynch et al. 1983) con 

siete poblaciones de P. leprosa, y una población de P. longicauda, P. robertsi y P. altamontana 

reveló que P. leprosa presenta una variación sustancial entre sus poblaciones, mientras que, P. 

robertsi y P. altamontana aunque anteriormente se situaban en diferentes grupos, se determinó que 

son muy similares genéticamente (Lynch et al. 1983), lo cual concuerda con la filogenia basada en 

DNA mitocondrial del genero Pseudoeurycea (Parra-Olea et al. 2010).  

 

Pseudoeurycea robertsi 

Pseudoeurycea robertsi se caracteriza por ser una especie de tamaño medio, muestra una variación 

en el patrón dorsal y el color, los cuales parecen estar relacionados con la altitud, indiv iduos de 

altitudes mayores poseen un patrón dorsal constante, mientras que individuos de altitudes bajas 

muestran un alto grado de variabilidad (Bille 2009).  
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Figura 2. Pseudoeurycea robertsi en el Nevado de Toluca. 

 

Dentro de la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 de Protección Ambiental se 

considera a P. robertsi como especie amenazada, la cual además es micro endémica del APFFNT 

(SEMARNAT 2010). Mientras que la IUCN la considera como en peligro crítico debido a que la 

especie solo se ha encontrado en una pequeña area de la región del Nevado de Toluca (IUCN 

2016), entre 2900-3600 msnm (Bille 2009), además su área de distribución se considera de 8 km2 

(IUCN 2016).  

Los sitios donde se han colectado individos de P. robertsi son muy pocos, siendo en la localidad de 

“Raices” del Nevado de Toluca, donde se han encontraron 13 individuos (Lynch et al. 1983)  y la 

secuencia publicada en GeneBank (AF380831) corresponde a esta misma localidad (Parra-Olea y 

Wake 2001; GeneBank 2016). Por lo tanto, P. robertsi al ser una especie endémica con distribución 

restringida podría presentar una disminución en la diversidad genética  por lo cual es necesario 

realizar estudios que analicen la estructura poblacional, así como la diversidad genética  que se 

presenta en las poblaciones estudiadas.  

Estudios genéticos anteriores 

En los últimos años se han realizado estudios de genética de poblaciones para conocer el estado de 

las poblaciones de diversas especies de anfibios. Percino-Daniel et al. (2016) estudio las 

salamandras Ambystoma velasci y Ambystoma taylori, esta última es endémica del lago de 

Alchichica y considerada como especie críticamente amenazada, debido a que su distribución es 

muy restringida (menor a 100km2). A. taylory exhibe un patrón de diversidad genética diferente al 

que presentan las poblaciones de A. velasci. A diferencia de lo esperado, A. taylori exhibe gran 

diversidad genética, expresada como alta riqueza alélica, además de que presenta un tamaño 
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efectivo grande, el cual probablemente contribuye al mantenimiento de la diversidad genética alta 

que presenta; mientras que las poblaciones de A. velasci, exhiben un patrón de diversidad genética  

variable, desde poblaciones con alta diversidad genética hasta poblaciones con una reducida 

diversidad, por lo que muy probablemente estén operando procesos de endogamia (Percino-Daniel 

et al. 2016). El grado de endogamia que resulta de la fragmentación de una población puede  indicar 

la estructuración y diferenciación entre poblaciones (Suárez-Atilano 2009). Como en Ambystoma 

leorae, salamandra con distribución reducida, en la cual se estimó la diversidad y estructura 

genética, tamaño efectivo poblacional, presencia de cuellos de botella y el porcentaje de endogamia 

de la única población de esta especie. Esta presento niveles de endogamia bajos así como poco 

flujo genético, se detectaron eventos de cuello de botella ancestrales en la población en general así 

como presencia de pocos alelos y genotipos comparados con otras especies de salamandras. Sin 

embargo, presento valores de diversidad genética elevada expresada como heterocigosidad, 

comparables con los observados en otras especies de Ambystomas y anfibios con distribuciones 

restringidas (Sunny et al. 2014). 

La diversidad genética resulto baja en Pseudoeurycea leprosa, especie endémica de bosques a lo 

largo de la Faja Neovolcanica Transmexicana, con desviaciones en el equilibrio Hardy-Weinberg y 

una alta frecuencia de homocigotos (Velo-Antón et al. 2009). En estudios posteriores de Velo-Antón 

et al. (2013) acentuó la importancia de medir la habilidad de dispersión, clima y la conectividad en el 

paisaje, encontró un aislamiento espacia y genético en P. leprosa permitiendo inferir predicciones a 

través del tiempo en esta especie con baja tasa de dispersión. 

Los cambios del paisaje pueden hacer que algunas regiones sean inhabitables o inalcanzables, 

creando manchas en la distribución de hábitats óptimos. Como por ejemplo Marsh et al. (2008) 

encontró que la construcción de carreteras causan que cambien la estructura genética por reducción 

del flujo genético de las poblaciones, siendo poco frecuente a través grandes carreteras y si las 

poblaciones de salamandras son atravesadas por dichas barreras geográficas es propenso a que se 

separen genéticamente, mientras que el efecto de los caminos pequeños en la estructura 

poblacional es menor (Marsh et al. 2008). La estructura genética de poblaciones aisladas de 

salamandras como Plethodon cinereus en un área metropolitana es diferente a poblaciones con 

hábitats continuos, la riqueza de alelos, heterocigocidad son más bajas en poblaciones urbanas y 

genéticamente diferenciadas (Noel et al. 2007). Rittenhouse y Semlitsch (2006) observaron que los 

individuos de Ambystoma maculatum tanto adultos como juveniles evitan dispersarse por lugares 
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con zonas descubiertas, en cambio, prefieren dispersarse por zonas boscosas. Lo que concuerda 

con Rothermel (2004) el cual encontró que la dispersión en juveniles no depende de la distancia sino 

de la cantidad de bosque conservado.  

El presente trabajo representa el primer estudio genético de P. robertsi en el APFFNT, mediante 9 

microsatélites se evaluará la estructura y diversidad genética  de dicha población amenazada, así 

como también, se evaluará su estado de conservación para proponer acciones que aseguren su 

conservación antes de que desaparezca, ya que al ser una especie microendémica podría presentar 

poca diversidad genética  con un tamaño efectivo poblacional pequeño, una estructura genética 

marcada y altos niveles de endogamia al estar en una distribución reducida y fragmentada como lo 

es el APFFNT.  

Hipótesis  

Pseudoeurycea robertsi es una especie micro endémica amenazada por la fragmentación y 

reducción de hábitat, la cual se encuentra también bajo la presión de actividades antropogénicas, 

por lo tanto esperamos que sus poblaciones presenten poca diversidad genética, estructura genética 

marcada, un tamaño efectivo poblacional pequeño y altos niveles de endogamia. 

Objetivos 

Determinar el estado genético de Pseudoeurycea robertsi en el APFFNT del Estado de México, 

mediante el uso de 9 loci microsatélites.  

Objetivos Particulares  

 

 Evaluar la variación genética de la salamandra P. robertsi, especie microendémica y 

amenazada 

 Conocer los niveles de estructuración genética entre las poblaciones, así como el flujo 

génico y diferenciación entre poblaciones  

 Determinar el posible efecto del tamaño poblacional y la endogamia.   

 Proponer estrategias para la conservación de P. robertsi basadas en la diversidad y 

estructuración genética  
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Materiales y Métodos 

Área de estudio 

El volcán denominado Xinantécatl o Nevado de Toluca, en el Estado de México, ocupa el cuarto 

lugar entre las cumbres más altas del país con una elevación de 4,680 metros sobre el nivel del mar 

(msnm) (Sanchez-Jasso y Cebrian-Abellán 2015). Originalmente esta área natural protegida fue 

declarada como Parque Nacional el 25 de enero de 1936, con el objetivo fundamental de proteger la 

belleza escénica y la importancia hidrológica del macizo montañoso (DOF 1936). La Secretaría de 

Medio Ambiente y Recursos Naturales, a través de la Comisión Nacional de Áreas Naturales 

Protegidas, realizó el estudio previo justificativo para modificar el Decreto y cambiar la categoría del 

área natural protegida Parque Nacional “Nevado de Toluca”, del que se concluye que la montaña 

denominada “Nevado de Toluca” reúne los requisitos para declararla como área de protección de 

flora y fauna (CONANP 2013).  

Así, recientemente el APFFNT fue decretada el 1 de octubre de 2013, cuenta con una superficie de 

53,590.67 hectáreas, se encuentra en la porción centro Sur del Estado de México (19°06’30” N; 

99°45’30” W) a 23 km al Sureste de la ciudad de Toluca (CONANP 2013) con altitudes entre 3,000 y 

4680 msnm. El Nevado de Toluca constituye un área biogeográfica relevante a nivel nacional y 

representativa de varios ecosistemas que, aún no están alterados significativamente, además, una 

tercera parte de su superficie requiere ser preservada y restaurada, que es hábitat de especies 

representativas de la biodiversidad nacional (incluyendo endémicas, amenazadas o en peligro de 

extinción (Ceballos 2011). 

La conjunción de las regiones neártica y la neotropical donde se encuentra ubicada esta área hace 

que sus características climáticas y de vegetación favorezcan la diversidad de la fauna, de la cual 

sobresalen los grupos de mamíferos, aves, reptiles y anfibios, coexistiendo así especies 

consideradas neárticas y tropicales (Vaca et al. 2007). 

La diversidad de anfibios dentro del área natural protegida corresponde a 13 especies 

pertenecientes a seis géneros agrupados en cinco familias. El número de especies reportadas, 10 se 

encuentran en alguna categoría de riesgo según la Norma Oficial Mexicana (NOM-059-SEMARNAT-

2010); siredón del Ajusco, ajolote, siredón de Zempoala (Ambystoma altamirani), el siredón de 

Toluca, ajolote (Ambystoma rivulare), el tlaconete pinto (Pseudoeurycea bellii), el tlaconete leproso, 

(Pseudoeurycea leprosa), el tlaconete de Robert (Pseudoeurycea robertsi), tlaconete regordete, 
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salamandra pinta (Aquiloeurycea cephalica) y la rana de árbol plegada o surcada (Hyla plicata) se 

encuentran listada en la categoría de amenazada, mientras que la rana de Moctezuma (Lithobates 

montezumae), salamandra pie plano común (Chiropterotriton chiropterus) y salamandra, ajolote tigre 

de meseta (Ambystoma velasci) sujetas a protección especial (CONANP 2013). 

No obstante, es uno de los ecosistemas más deteriorados de la entidad, ya que esta bajo constantes 

presiones antropogénicas que le han conferido impactos ambientales negativos severos, entre las 

principales causas de degradación se encuentran cambios en el uso de suelo, plagas, enfermedades 

forestales, deforestación, incendios y prácticas agropecuarias descontroladas (Ávila 2009; Sánchez-

Jasso et al. 2013; Heredia Bobadilla et al. 2016). 

 

 

 

Figura 3. Mapa del Área de Protección de Flora y Fauna Nevado de Toluca donde fue muestreada la 

salamandra P. robertsi.  
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Colecta y preservación de muestras  

 

Se realizaron muestreos durante las temporadas de lluvias, de mayo a noviembre de 2016 con el 

permiso de colecta número SGPA/DGVS/05701/16. La colecta fue manual,  buscando dentro de las 

cortezas de árboles caídos y debajo de rocas, así mismo se tomaron las coordenadas geográficas 

de la localidad de colecta. 

Se tomó una muestra de tejido por ectomización de 2mm2 de la cola. Esta metodología ha 

demostrado ser de bajo impacto porque no afecta la supervivencia y crecimiento de las salamandras 

(Arntzen et al. 1999; Polich et al. 2013). Los tejidos se preservaron en etanol a 90% en tubos 

eppendorf, y se congelaron a -20° C hasta ser utilizadas para la extracción de DNA. Posteriormente, 

las salamandras fueron liberadas donde fueron colectadas.   

 

Extracción de DNA 

 

Se utilizó Vivantis GF-1 Tissue DNA extraction kit para las muestras de tejido, para comprobar la 

integridad del DNA de cada muestra se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. Para 

identificar que las muestras contienen DNA se utilizó un marcador de peso molecular el cual se 

aplicó en el último carril del gel, así como un control negativo. Los geles se tiñeron con RedGel a 0.5 

μg/ml, los cuales permiten visualizar el DNA al pasar por luz UV. Para medir la concentración de 

DNA (ng/μl) se utilizó un NanoDropTM. 

 

PCR y secuenciación  

 

Se utilizaron 9 pares de oligonucleótidos de microsatélites diseñados por Velo-Antón et al. (2009) 

para Pseudoeurycea leprosa, una salamandra endémica del Eje Neovolcánico Transversal (Cuadro 

2). 
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Cuadro 2. Descripción de 9 microsatélites polimórficos desarrollados para P. leprosa. Extraído de 

Velo-Antón et al. 2009. 

Locus Secuencias del primer (5´- 3´) 
Motivo de 

repetición 
T°(°C) 

Rango del 

Alelo (bp) 
No. GenBank 

PLD005 
F: NED GCCTGGAGGGTTTTTGGAGCAC  

(CA)24 56 249-257 FJ873180 
R: GTGGAGACTGGGCAACATCAAGAAG 

PLT009 
F: VIC GAAGCCTCTCAATGAAGCAACA 

(GAA)79 50.5 239-397 FJ873181 
R: ATAGTAGAAGGACAGAAAGATGATTA 

PLT109 
F: VIC ATATACGATGTGGCAGATGCTGGATGGTC 

(TCAA)6(TCAAA)4 53 132-149 FJ873182 
R:TACTGTGGCTTGAAGGCTTAAGGTAATTTTGACTG 

PLT087 
F: 6FAM TGTAGCCTTGAGTGACAATGCACAAAGAGA 

(AG)39 49 241-307 FJ873183 
R: GCTTACTATAACTCCGGACTGCTCACCACTTGAC 

PLT039 
F:VICCTAGCCTGTCCGCTGGTATTAGAATTAGCACATCT 

(TATC)24 53 229-289 FJ873184 
R: CTCCTGGCCTCCATCCCTTGATTGAAC 

PLT064 
F: 6FAM CTAAGGATGGTTCTCAATGGCAAGATAG 

(TAGA)17 56 163-215 FJ873185 
R: CATTTTATGTGCGATTTCTGGTTATTTTTAT 

PLT107 
F: VIC ATATAAGGAATGAATGAACGAACGAATCAATG 

(TAAG)40 56.5 387-427 FJ873186 
R: GTGTGGATCGCTGACTTTCTGACC 

PLT042 
F: 6FAM GCCACTTCCTGCATGCCTTGTTC 

(TAGA)11 56 144-165 FJ873187 
R: GGCTGGGCTGGTTGGAGGTGGGATGG 

PLT045 
F: VIC TCCCATGAAGATTGCCCAGAAACA 

(GA)14 56 267-285 FJ873188 
R: GGCATACTAAGTCACCAAAATCCCTCAAT 

 

Para cada locus, enlistamos el par del primer, el motivo de repetición del clon original, la temperatura 

de alineación (°C) y el tamaño del rango de los alelos presentes en ambas poblaciones, el número 

de genotipos individuales (N), el número de alelos (NA) y los heterocigotos observados (HO) y 

esperados (HE) entre ambas poblaciones. 

Los microsatélites se estandarizaron, utilizando un volumen de reacción de 8µL. Para mejorar las 

condiciones de la amplificación, se utilizó una concentración de 1.0μg/μL de la solución Q 

(QIAGENMR). La amplificación de las muestras se realizó en un termociclador Apollo Touchscreen 

modelo ATC201, donde se programaron los siguientes pasos para nueve loci cambiando la 

temperatura de alineación según el locus (Figura 4). 
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3 0 ciclos

94°C 94°C

5 min 1 min 72°C 72°C

49- 56°C * 1 min 10 min

1 min 4°C

Desnaturalización Alineación Extensión 

 

Para verificar la calidad y el tamaño del producto amplificado se corrieron en un gel de agarosa 

teñido con RedGel, con un marcador de peso molecular de 100pb para comprobar la presencia del 

fragmento esperado. La visualización se realizó en un transiluminador de luz ultravioleta. Según el 

rango de los fragmentos esperados y el fluoróforo del oligonucleótido se combinaron 1μL de nueve 

loci para hacer lecturas multiplex. La secuenciación de los microsatélites se realizó en un 

secuenciador ABI Prism 3730xl Analyzer (Applied Biosystems®) por un laboratorio comercial (Roy. J. 

Carver Biotechnology Center de la Universidad de Illinois, USA). 

Se realizaron controles negativos durante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para cada 

oligonucleótido. Por otro lado también se realizaron controles positivos para asegurar que se están 

amplificando las secuencias de los oligonucleótidos bajo las condiciones propuestas en el 

experimento.  

Con el software PEAK SCANNER TM v1.0 se obtuvo el tamaño de los alelos calibrando y 

comparando las muestras con la escalera propia del software GS500 para todos los microsatélites. 

Se construyó una base de datos donde se registro el tamaño de los alelos de cada uno de los 

individuos y todos los microsatélites. Se redondeo el tamaño de los alelos (pb) con el software 

TANDEM 1.08 (Matschiner y Salzburger 2009). Todos los valores pares se conservaron sin los 

decimales (e.g. 302.35 pb, queda como alelo 302); en el caso de valores impares, si el decimal es 

≤4 (e.g. 301.4 pb) se redondeó al par inferior próximo (300 en el ejemplo) y si el decimal es ≥5 se 

redondeó al par superior próximo (e.g. 301.5 pb se redondea a 102), siguiendo una convención para 

dinucleótidos o tetranucleótidos según fuera el caso.  

Figura 4. Programa para llevar a cabo el PCR para la amplificación de los 9 loci descritos anteriormente para P. 
leprosa. * La temperatura de alineación se realizó de acuerdo a Velo-Antón et al. 2009. 
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Figura 5. Amplificación del microsatélite PLT 064. Se observa el locus heterócigo con un tamaño de 

144 - 155 pb en el software Peak Scanner v1.0. 

Análisis genéticos 

Alelos nulos, errores de lectura y errores de amplificación  

Antes de realizar los análisis genéticos se debe detectar la presencia de alelos nulos o errores en la 

amplificación y lectura que puede causar interpretaciones erróneas de los datos. En el caso de los 

alelos nulos “null alele” solo uno de los alelos de un individuo heterocigo es detectado, produciendo 

un falso homocigo (Navarrete-Vargas 2008). En términos de los loci microsatélites, éstos son 

resultado de mutaciones en las regiones flanqueantes al motivo, que impiden la unión de los primers 

a dicha región (Brookfield 1996, Allendorf y Luikart 2007) impidiendo que se lleve a cabo la 

amplificación. Mientras que  los errores de lectura “Slutters” se dan durante el PCR, generando 

fragmentos de un tamaño diferente del alelo real, que puede producir numerosas bandas que 

dificultan la genotipificación dando estimaciones erróneas en los estudios genéticos, como un 

exceso de homócigos (van Oosterhout et al. 2004; Sunny et al. 2014). Otro error de lectura es la 

generación de falsos alelos durante el PCR, los cuales pueden ser interpretados como verdaderos 

alelos, registrando alelos inexistentes y en el caso de un individuo homocigoto, éste puede ser 

registrado como heterocigoto (Navarrete-Vargas 2008). Y por último la dominancia corta en los 

alelos “large allele droop out” se presenta cuando los alelos de tamaño grande se amplifican en un 

número escaso de copias respecto a los alelos de tamaño menor (Sunny et al. 2014). 
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Se utilizo el programa MICRO-CHECKER 2.2.3 (van Oosterhout et al. 2004) para detectar la 

presencia de estos alelos nulos; los parámetros que se consideraron fue un tamaño máximo 

esperado de un alelo de 320 pb con un intervalo de confianza de 95% y 1,000 repeticiones. Este 

programa también corrige las frecuentas alélicas y genotípicas en caso de encontrar alelos nulos. Se 

eligió el estimador Brookfield 1 (Brookfield 1996), el cual supone que no existen homocigotos con 

alelos nulos y permite descartar las muestras que no amplificaron debido a DNA degradado o poca 

cantidad de DNA templado, así como detectar errores en el genotipado (Van Oosterhout et al. 2004).   

La presencia de alelos nulos en un locus, puede causar desviación de las proporciones de Hardy-

Weinberg (Percino-Daniel 2008). Estas desviaciones son muy similares a las que se presentan por 

endogamia, selección y efecto Wahlund (Miller et al. 2002; Miller y Waits 2003). 

Varios estudios han sugerido que la incidencia de alelos nulos en loci microsatélite puede afectar las 

estimaciones de diferenciación poblacional mediante la reducción de la diversidad genética 

intrapoblacional, afectando los estimadores de FST y RST (Paetkau y Atrobeck 1995, Slatkin 1995) y  

generando una particular deficiencia de heterocigotos (Shaw et al. 1999).  

Definición de grupos genéticos  

 

Existen varios algoritmos que con base en el genotipo infieren grupos de individuos que están mas 

relacionados entre si y podrían ser considerados como una población. En este proyecto se 

determino el número de poblaciones en el Nevado de Toluca con el software GENELAND 3.1.4 

(Guillot et al. 2005a, 2005b; Guillot 2009), el cual está desarrollado para la plataforma de análisis 

estadístico R (R Development Core Team 2017). Geneland permite detectar el número de 

“poblaciones” presentes en una determinada área, así como la ubicación de discontinuidades 

genéticas entre las mismas, para ello, implementa un algoritmo de agrupación bayesiana similar a 

Structure y utiliza un método de re-muestreo mediante simulación de cadenas de Markov Monte 

Carlo (MCMC) para estimar parámetros desconocidos incluyendo el número de grupos 

poblacionales (Guillot et al. 2009; Garrido-Garduño y Vázquez-Domínguez 2013). Además incorpora 

los datos espaciales (coordenadas geo-referenciadas y en su caso capas ambientales SIG) y de los 

genotipos multilocus para cada individuo. 

El principal supuesto es que existe dependencia espacial entre los individuos del presente, por lo 

que es necesario conocer “a priori” como están distribuidos espacialmente. Además de detectar las 



 

 

30 

discontinuidades genéticas entre las poblaciones, el algoritmo se enfoca en minimizar la 

incertidumbre asociada a las coordenadas geográficas de cada individuo, estimar el número de 

grupos genéticos en el área de estudio, cuantificar la cantidad de dependencia espacial de los datos, 

asignar individuos a grupos probables de origen y detectar migrantes entre poblaciones (Guillot et al. 

2005ª; Morales-García 2012). Se basa en un modelo espacial que divide aleatoriamente un conjunto 

de datos en un número de polígonos, por medio del diagrama de Voronoi homogenizado por un 

proceso de Poisson. A partir de este modelo se asignan al azar un número K de posibles grupos 

espaciales. La estimación de K poblaciones y la probabilidad de pertenencia de un individuo a cada 

K población se obtiene a partir de cadenas MCMC bajo el algoritmo de Metrópolis-Hasting (Guillot et 

al. 2005a, b). Así, la delimitación de las poblaciones a partir de la unión de estos polígonos depende 

directamente de la probabilidad de cada individuo de pertenecer a una población u otra. 

Se trató a las frecuencias alélicas bajo el modelo “F”, el cual asume una correlación de las 

frecuencias alélicas de cada población vía la existencia de una población hipotética ancestral (“F”-

model, allellic frequencies correlated; Falush et al. 2003, Guillot 2005). Se ha observado que usar el 

modelo “F” puede presentar mayor resolución para detectar poblaciones, sin embargo, este modelo 

tiende a crear errores mientras se computa el algoritmo generando poblaciones inexistentes, razón 

por la cual es recomendable empezar el análisis con el modelo “D” y posteriormente correr el “F” 

para verificar si las diferencias son significativas (Guillot et al. 2009a). Asimismo, se consideró un 

modelo espacial verdadero, el cual asume la existencia de una delimitación espacial entre las 

poblaciones “Spacial Model True”. Esta combinación de modelos es recomendable para aquellos 

datos que sugieran una diferenciación espacial entre las poblaciones debida a rasgos en el paisaje, 

tanto naturales como generados por el hombre (e.g. tipos de corriente, caminos y elevación 

altitudinal en el caso de ríos), así como para aquellos datos donde se espera una baja diferenciación 

genética relacionada con un evento ecológico reciente (Guillot et al. 2005a). 

Para definir el valor de K grupos genéticos se realizaron 10 corridas independientes con 1000000 

interacciones, thinking=100 y un burning (calentamiento)= 100 con un numero mínimo de K= 1 y 

máximo de K= 20, no considerando alelos nulos y sin valor de incertidumbre asociado a las 

coordenadas. La tasa máxima del proceso de Poisson fijado a 1000, la incertidumbre asociada a las 

coordenadas espaciales fijas en 10 metros, el número máximo de núcleos en el teselado de 

Poisson-Voronoi fijado a 3,000, y un “burning” de 100,000 en el post-procesamiento. La 

incertidumbre asociada con las coordenadas espaciales fue asignada a 10 M. Mientras que para el 
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procesamiento de los gráficos y mapas, se empleó la opción de 100 pixeles para el eje x y 100 

pixeles para el eje y. Se calculó la media del logaritmo de la probabilidad posterior de cada corrida 

independiente y se eligió aquella que presento los valores más altos. 

 

Equilibrio Hardy-Weinberg (H-W) y desequilibrio de ligamiento  

El principio de H-W nos permite estimar las frecuencias genotípicas a partir de las frecuencias 

alélicas y es la base de la teoría de la genética de poblaciones (Hartl y Clark 2007). El postulado fue 

desarrollado por el matemático Godfrey Harold Hardy y el físico Wilhem Weinberg en 1908, el cual 

describe las condiciones genéticas de las poblaciones cuando éstas se encuentran en equilibrio, es 

decir, sin cambios en las frecuentas alélicas a través de las generaciones (Griffiths et al. 2004). 

Asume que el tamaño poblacional es infinito (sin acción de la deriva génica), los organismos son 

diploides con generaciones que no se sobrelapan y el apareamiento es aleatorio. (Hedrick 2005; 

Allendorf y Luikart 2007).  

El equilibrio de H-W es expresado como:  

                                             

 

Donde p2, 2pq y q2 son las frecuencias de los genotipos AA, Aa y aa en los cigotos de una 

generación dada, y p y q son las frecuencias de los alelos A y a en los gametos de la generación 

previa, de manera que (Hartl y Clark 2007): 

      

Las frecuencias genotípicas esperadas de acuerdo al modelo de H-W para un locus dos alelos (p y 

q) se encuentran en la proporción (Hedrick 2005): 

                     

y describe la frecuencia genotípica para los homocigotos, así como la del heterocigoto  

p = f (A)  frecuencia del alelo A  

q = f (a)  frecuencia del alelo a  

p2= f (AA) frecuencia del genotipo AA  

q2= f (aa)  frecuencia del genotipo aa  

2pq= f (Aa)  frecuencia del genotipo heterocigoto Aa 
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Así, una población con frecuencias génicas y genotípicas constantes, se dice que está en equilibrio 

H-W ya que ningún proceso evolutivo como la mutación, migración o selección están actuando sobre 

la población (Aranguren-Méndez et al. 2005). A partir de esta comparación, se pueden investigar y 

deducir las causas que originan que una población se desvíe de dicho equilibrio, prediciendo las 

fuerzas evolutivas que afectan la estructura genética en las poblaciones (Freeman y Herron 2002, 

Allendorf y Luikart 2007) Este análisis no indica qué supuestos son los que se rompen y, por lo tanto, 

qué fuerzas evolutivas son las que actúan, de manera que es necesario realizar otros análisis que 

ayuden a identificarlas (Hartl y Clark 2007). 

En una población natural, las frecuencias genotípicas necesitan ser comparadas con las de una 

población ideal “esperada” para conocer si ésta se encuentra o no en equilibrio de H-W. Para ello se 

requieren estadísticos que permitan inferir qué tan “suficientemente” semejantes o diferentes son las 

frecuencias reales de las teóricas. Los métodos de comparación de frecuencias genotípicas se 

clasifican en dos grandes grupos: pruebas de bondad de ajuste (Hedrick 2000, Freeman y Herron 

2002, Allendorf y Luikart 2007) y pruebas exactas (Chapco 1976). 

Las pruebas de bondad y ajuste como el estadístico X2, la G2 o estadísticos de verosimilitud y una 

prueba condicional de X2 (Li 1955; Arroyo-Lamber 2008) detectan la discordancia de las frecuencias 

genotípicas para cada combinación locus/población. Sin embargo, cuando el tamaño de la muestra 

es pequeño, existen frecuencias alélicas bajas o cercanas a cero, o cuando se trabajan con loci 

hipervariables que presentan 10 o más alelos o de cero, los valores de no son muy fiables (Chatfield, 

1983). 

Otras pruebas como el test exacto o de probabilidad de Fisher, consiste en observar todos los 

posibles lotes de frecuencias genotípicas para un determinado lote de frecuencias alélicas y 

rechazar la hipótesis de H-W si las frecuencias genotípicas resultan ser inusuales. Si hay más de 

cuatro alelos para un locus, se realiza un cálculo no sesgado del la probabilidad de H-W usando el 

método en cadena de Monte Carlo-Markov con miles de iteraciones (Guo y Thompson 1992). 

Con marcadores moleculares como RFLP´s y microsatélites que presentan genes con 10 o más 

alelos, si el tamaño de la muestra es moderadamente grande, el número de genotipos es tan grande 

que algunas frecuencias genotípicas serán de cero, especialmente cuando las frecuencias alélicas 

correspondientes sean bajas, es recomendable el uso de una prueba exacta (Arroyo-Lamber 2008, 

Sunny 2010). 
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Con el software GENEPOP 4.2 (Raymond y Rousset 1995; Rousset 2008) se evaluó si las 

localidades presentaban desviación del equilibrio H-W; esta prueba se realizó por cada locus en 

cada localidad y su significancia se estimo con el algoritmo de cadenas de Markow (MC) (Guo y 

Thompson, 1992) con 10000 dememorizaciones, 5000 batches y 10000 interaciones por batch.  

El valor de significancia de los valores de p fue evaluada mediante la prueba FDR (False Discovery 

Rate, por sus siglas en inglés). Se ha demostrado que esta prueba es más efectiva al rechazar 

errores tipo I en comparación con la corrección secuencial de Bonferroni (Verhoeven et al. 2005). El 

valor de q corresponde al valor de p recalculado con la prueba FDR (Sunny et al. 2014). La hipótesis 

nula para esta prueba es “la unión aleatoria de los gametos” es rechazada cuando p ≤ 0.05. Para 

corregir los valores de q se utilizo el programa SGoF + (Carvajal-Rodriguez y Uña-Alvarez 2011) 

La presencia de alelos nulos y desequilibrio de ligamiento producen artefactos que se observan 

como una desviación del equilibrio de H-W (Van Oosterhout et al. 2004). El desequilibrio de 

ligamiento consiste en la asociación no aleatoria entre alelos de diferentes pares de loci (Hedrick 

2000, Allendorf y Luikart 2007). El desequilibrio de ligamiento es resultado de la historia, ya que 

refleja la ancestría común entre los haplotipos presentes en cualquier población. Éste se presenta 

cuando dos o más alelos se encuentran en una posición muy cercana dentro de un cromosoma y la 

segregación no es independiente, provocando que sus frecuencias alélicas y genotípicas se 

comporten de la misma manera, es decir, estén asociados estadísticamente (Frankham et al. 2005; 

Hedrick 2005). 

Para garantizar la segregación independiente entre los alelos de los distintos loci, se estimó la 

probabilidad de que cada par de loci se encuentren ligados mediante el uso de cadenas de Markov 

de 10,000 permutaciones, aplicando una prueba exacta de Fisher en el programa GENEPOP 4.0 

(Raymond y Rousset 1995; Rousset 2008) con 10000 dememorizaciones, 5000 batches y 10000 

interaciones por batch. La hipótesis nula para esta prueba es “ la independenciade los distintos loci 

entre los diferentes genotipos”, esta prueba es significativa si p ≤ 0.05 y se ajustó empleando la 

prueba de FDR descrita anteriormente con el programa SGoF + (Carvajal-Rodriguez y Uña-Alvarez 

2011). 
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Diversidad genética  

Existe una gran gama de estadísticos para cuantificar la diversidad genética  y resumir la 

información a términos más manejables (Aranguren-Méndez et al 2005). Los estadísticos más 

empleados son: frecuencias alélicas, número efectivo de alelos, la heterocigosidad esperada (HE) y 

observada (HO) 

Para estimar las frecuencias alélicas se utilizo la siguiente formula. Donde Xi es la frecuencia del 

enésimo alelo (i th) dado en un locus específico Nii es el número de individuos homócigos para este 

alelo, Nij es el número de individuos heterócigos para este alelo y N es el tamaño de muestra. 

   
          

  
 

Se estimaron y graficaron las frecuencias alélicas con el software GENALEX 6.5 (Peakall y Smouse 

2012). También se realizó un listado de los alelos observados (Na), el numero efectivo de alelos 

(Ne), los alelos privados (pa) y genotipos en cada locus y población. 

El número efectivo de alelos (Ne) es el número de alelos igualmente frecuentes en una población 

ideal, los cuales producirían la misma heterocigosidad u homocigosidad observada en la población 

actual (Allendorf y Luikart 2007) y se calcula como el inverso de la homocigosidad esperada:  

   
 

   
  

donde P
i 
es la frecuencia del enésimo alelo (i th) para un locus en una población.   

La heterocigosidad es una de las medidas de diversidad genética a nivel poblacional más 

ampliamente utilizada, como los individuos de especies diploides pueden ser heterócigos u 

homócigos para un locus dado podemos describir la variación genética en un único locus o en un 

número determinado de loci (Hedrick 2000; Castañeda-Rico 2008) La heterocigosidad la podemos 

estudiar como HO y HE: 

La heterocigosidad observada (HO) es simplemente el número de heterocigotos en un locus entre el 

número total de individuos muestreados. Estima la probabilidad, en organismos con cruzamiento al 

azar, de que dos alelos escogidos en una población sean diferentes (Frankham et al. 2009; 

González-González 2011) 

La heterocigosidad observada puede calcularse mediante la expresión:  
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donde N
ij 

es el número de heterócigos observados para un locus dado y N es el total de los 

individuos muestreados. 

La homocigosis esperada, es la frecuencia de homocigotas esperados en equilibrio Hardy-Weinberg, 

se puede expresar como: 

     
  

donde P
i 
es la frecuencia del enésimo alelo (i th) para un determinado locus en una población. 

Mientras que la heterocigosidad esperada (He) bajo el equilibrio de H-W en un loci dentro de una 

población se puede calcular como uno menos la homocigosidad bajo equilibrio de H-W (frecuencias 

alélicas al cuadrado): 

         
  

Este estimador se basa en el análisis de las frecuencias alélicas por locus y población y representa 

la frecuencia de heterocigotos que se esperarían en una población bajo el modelo de Hardy-

Weinberg (Freeland 2005). 

Según Zapata (1987), la HE es un buen estimador de la diversidad, dado que se aplica a cualquier 

especie, independientemente de su estructura reproductiva o genética y es menos sensible al 

tamaño muestral que la heterocigosidad observada (Ho; Frankham et al. 2009) 

Nei (1974) sugirió que cuando se trata de muestras pequeñas debe de hacerse una pequeña 

corrección en la fórmula:  

     
  

    
        

 

   
  

Donde N es el tamaño de la muestra y Pi es la frecuencia el enésimo alelo (i th) para un locus en 

una población (Hedrick 2005). 

La heterocigosis total de los grupos genéticos o diversidad génetica de Nei (HT est) se calculo con el 

software SMOGD 1.2.5 (Crawford 2010), utilizando 1000 réplicas de Bootstrap. Esta prueba es una 
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corrección para tamaños de muestra pequeños (Nei y Chesser 1983), calculándose con la siguiente 

formula: 

    
      

         
 

Estructura genética 

Las poblaciones de la mayoría de las especies muestran diferentes grados de estructuración 

genética (Hewitt 2004). Algunas se encuentran agrupadas en subpoblaciones más pequeñas dentro 

de las cuales ocurre el apareamiento, por lo que habrá diferenciación genética entre las poblaciones 

(Hartl y Clark 2007).  

A partir de la ley de H-W, se pueden investigar y deducir las causas que originan que una población 

se desvíe de manera significativa de las proporciones de H-W, prediciendo las fuerzas evolutivas 

que afectan la estructura genética en las poblaciones (Freeman y Herron 2002, Allendorf y Luikart 

2007). 

Uno de los causantes de dicha desviación es el grado de endogamia, que resulta de la 

fragmentación de una población y puede ser usado como una medida de diferenciación entre los 

fragmentos o subpoblaciones (Castañeda-Rico 2008). Sewall Wright desarrolló el estadístico F como 

medida de diferenciación, que se basa en la partición de la varianza genética intra e interpoblacional, 

midiendo el grado de endogamia y aislamiento, mediante el análisis de las frecuencias de los 

heterocigotos observados y esperados. Esta aproximación consiste en tres diferentes coeficientes de 

F (coeficiente de endogamia), en tres niveles jerárquicos: diversidad total de la población (T), en 

subdivisiones (S) y en individuos (I) (Hedrick 2000).  

Los índices de fijación FIS y FIT se utilizan como medidas de la endogamia, que se refiere al 

apareamiento no aleatorio en donde la probabilidad de que un individuo sea autócigo (con alelos 

idénticos por descendencia) es mayor que para una población panmíctica (Moreno Letelier 2007). 

F
IS 

o coeficiente de endogamia es una medida de la desviación existente entre las subpoblaciones 

respecto a las proporciones de H-W determina el exceso o deficiencia de heterocigosidad de los 

individuos al interior de las subpoblaciones (Frankham et al. 2005, Allendorf y Luikart 2007). Se 

puede expresar como:  
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Donde HO es el promedio de la heterocigosidad observada en todas las subpoblaciones, y HS es el 

promedio de la heterocigosidad esperada en todas las subpoblaciones. Si FIS es positivo indica un 

déficit de heterócigos y si es negativo, un exceso. (FIS =0, no hay endogamia; FIS =1, hay 

endogamia). 

Mientras que FIT o coeficiente de endogamia total de un individuo es la medida de diferenciación de 

los individuos con respecto a la población en conjunto (Hedrick 2000) evalúa la desviación total 

respecto a las proporciones de H-W, por tanto mide la reducción de heterocigosis del individuo con 

respecto al resto de la población (Wright 1978; Hedrick 2005; Allendorf y Luikart 2007). 

       
  

  
  

Donde HO es el promedio de la heterocigosidad observada en todas las subpoblaciones, y HT es la 

heterocigosidad esperada en toda la población bajo los supuestos de H-W. Pueden tener valores de 

-1 a 1, donde valores positivos indican deficiencia de heterócigos y negativos exceso de heterócigos 

La F
ST 

o índice de fijación es una medida de divergencia entre las poblaciones mediante la 

comparación de las frecuencias alélicas de los individuos dentro de una subpoblación con respecto a 

toda la población, y mide la varianza de las frecuencias alélicas entre poblaciones, estandarizada al 

valor máximo posible dada la media observada de frecuencias alélicas (Valdivia-Carrillo 2014). Este 

coeficiente se refiere al efecto de la subdivisión poblacional en la endogamia y es la probabilidad de 

que dos alelos obtenidos al azar de una población sean idénticos por descendencia (Frankham et al. 

2005; Hedrick 2005; Hartl y Clark 2007). 

       
  

  
  

Donde HT es la heterocigosidad esperada en toda la población bajo los supuestos de H-W y HS la 

heterocigosidad esperada dentro de las subpoblaciones. El valor de FST siempre es positivo y puede 

variar entre 0 cuando todas las subpoblaciones muestran frecuencias alélicas iguales (sin 

diferenciación o estructura), y 1 cuando todas las subpoblaciones están fijadas para diferentes alelos 

(poblaciones completamente diferenciadas o hay estructura). 
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Estos tres indices fueron calculados con el programa GENALEX v6.5 (Peakall y Smouse 2012)  con 

999 permutaciones y 1000 replicas Bootstraps. Sin embargo, los valores de diferenciación genética 

pueden variar dependiendo del método de estimación y del modelo de mutación supuesto. Por lo 

que no es posible fijar un valor de estructuración para todos los métodos (Morales-García 2012). 

Si la población está en equilibrio de H-W, entonces FST = 0; esta definición se ajusta a un modelo de 

mutación de alelos infinitos (IAM; Li 2000) el cual supone que la mayoría de nuevas mutaciones dan 

lugar a nuevos alelos distinguibles, es decir, los nuevos alelos mutantes son siempre diferentes a los 

que ya existían en la población original (Aranguren-Méndez et al. 2005) 

Con loci tan variables como los microsatélites, tanto HT como HS pueden ser cercanos a 1, y con ello, 

la FST pequeña, por lo que no considera que en dos poblaciones la heterocigosis sea alta debida a la 

existencia de alelos diferentes, a pesar de que la diferenciación sea clara entre ambas poblaciones 

(Escalante 2001). 

Por ello el estadístico R
ST 

es más adecuado para evaluar los microsatélites (Slatkin 1995) ya que 

utiliza la varianza de los tamaños de los alelos debido a la diferencia existente entre las poblaciones 

y se basa en el modelo de mutación paso a paso (SMM), el cual presenta una alta tasa de mutación 

y asume que éstas ocurren solamente a estados adyacentes (Ohta y Kimura 1973; Ellegren 2004). 

Se puede definir de la siguiente manera:  

    
        

  
 

Donde Ŝ es el promedio de la diferencia cuadrada entre todos los pares de copias de los alelos y 

SW es el promedio de la suma de cuadrados de las diferencias de los tamaños de los alelos. En 

ambos casos, se determinó la significancia del valor obtenido mediante 1,000 permutaciones. Sin 

embargo, Gaggiotti et al. (1999) hallaron que cuando el tamaño de muestra (N<50) y el número de 

loci analizados (<20) son pequeños, es mejor utilizar el estimador de FST  que utiliza el modelo IAM 

ya que con el RST se pueden obtener datos erróneos. 

Hedrick (2005) y Jost (2008) propusieron otro índice de diferenciación (Dest) para casos con una 

elevada diversidad genética (HO>0.9), donde las mutaciones pueden tener el mismo o mayor orden 

de magnitud que el flujo génico. Este valor se calcula a partir de los alelos privados de cada grupo y 

es adecuado para estimaciones con loci muy variables. El índice de Dest se calculó con el programa 
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SMOGD versión 1.2.5 (Crawford 2010) con 1000 replicas Bootstrap. También se calcularon la 

diferenciación genética (GST_est) según Nei y Chesser (1983), la diferenciación genética (G’ST_est) 

según Hedrick (2005) el componente de diversidad entre grupos genéticos o número efectivo de 

grupos genéticos distintos (ΔS) según Jost (2008), la diferenciación actual (D) según Jost (2008) el 

estimado de la heterocigosidad entre las subpoblaciones (Hs_est) según (Nei y Chesser 1983), el 

estimado de la heterocigosidad del total de las subpoblaciones (H t_est ) según (Nei y Chesser 1983), 

el estimado de la heterocigosidad entre las subpoblaciones (Hst_est ) según (Nei y Chesser 1983) y la 

media armónica (Ñ). 

En diversos estudios de genética de poblaciones ha sido común observar niveles de heterocigosidad 

observada significativamente menores a lo esperado. Este déficit de heterocigotos puede resultar 

consistente con factores como el efecto Wahlund ó la endogamia poblacional (Chapuis et al. 2005, 

Carlsson et al. 2006). El efecto Wahlund o rompimiento del aislamiento, se presenta cuando dos o 

más subpoblaciones se fusionan o son consideradas como una sola población (por un error en el 

muestreo); por lo que si existen diferencias en las frecuencias alélicas de las subpoblaciones 

consideradas como una sola población habrá deficiencia de heterocigotos y un exceso de 

homocigotos aún cuando las frecuencias alélicas de cada subpoblación se encuentren en equilibrio 

de H-W (Hedrick 2005).  

También se evaluó los valores de estructuración baja, media y alta en cada índice de diferenciación, 

para ello se calcularon los coeficientes de correlación entre los valores de FST contra Dest. Si la 

correlación era significativa, los criterios propuestos por Wright (1951) de diferenciación alta cuando 

FST es mayor a 0.1, diferenciación media cuando FST oscila entre 0.05- 0.1 y una diferenciación baja 

cuando FST es menor de 0.05 (Morales-García 2012).  

La estructura genética de una especie está relacionada con la distribución de la diversidad entre y 

dentro de las poblaciones. Su estudio se lleva a cabo normalmente mediante un análisis de  varianza 

que permite comprobar la bondad de una estructura genética jerárquica propuesta a priori  (Moreno-

Vazquez 2001). AMOVA es un estadístico específicamente diseñado para este tipo de análisis 

cuando se cuenta con datos moleculares (Excoffier et al. 1992) el cual permite analizar la 

distribución de la varianza genética, mediante la partición de la varianza en componentes de 

covarianza dados por las diferencias entre poblaciones y entre los individuos de la población. El 

AMOVA utiliza métodos permutacionales no paramétricos entre los subgrupos, dentro grupos y entre 
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ellos, realizando un análisis jerarquizado con una matriz de distancias (Excoffier et al. 1992) a partir 

de los estadísticos F de Wright (Weir y Cockerham 1984). Se calculó por medio de FST como 

estimador de las diferencias alélicas entre poblaciones y su análogo RST, que como ya se mencionó, 

es más adecuado para los microsatélites, ya que está basado en la varianza de los tamaños alélicos. 

Comparar los estimados de RST y FST puede ser útil para determinar los cambios en la diferenciación 

genética entre poblaciones a diferentes escalas de tiempo (Slatkin 1995). 

La diversidad genética puede ser descompuesta usando una modelo multivariado estándar ANOVA 

como: Total de la variación= (varianza entre grupos)+(varianza dentro de los grupos). O más simple:  

                 

Los métodos usuales como el análisis de componentes principales (PCA) o el análisis de 

coordenadas principales (PCoA) se enfocan solo en la VAR(x), solo describen la diversidad global; 

por el contrario, el análisis de componentes principales discriminante (DAPC) optimiza B(X) mientras 

minimiza W(X): busca variables sintéticas, las funciones discriminantes que muestran las diferencias 

entre grupos lo mejor posible, minimizando la variación dentro de los clusters (Jombart y Collins 

2017). Curiosamente, este método también permite una asignación probabilística de los individuos a 

cada grupo, como en los métodos de agrupamiento bayesiano (Jombart et al. 2010). 

El DAPC consiste en un procedimiento de 2 pasos: Primero, los datos genéticos son transformados 

y sometidos a un PCA. En segundo lugar, los componentes principales de PCA se someten a un 

Análisis Discriminante Lineal (LDA). Una operación matricial trivial permite expresar funciones 

discriminantes como combinación lineal de alelos, permitiendo por tanto calcular las contribuciones 

de alelos (Jombart et al. 2010). El DAPC fue analizado en Adegenet (Jombart 2008) 2.0.0 en R (R 

Development Core Team 2017).  

Uno de los índices más utilizados es el de la distancia genética de Nei que puede estimar el número 

de genes o codones sustituidos por locus entre poblaciones (Nei 1987). 

Nei (1972) definió el concepto de “identidad genética” entre dos poblaciones como la probabilidad de 

que dos alelos (uno de cada población) sean idénticos. Una vez calculado el valor para la identidad 

genética, la distancia genética se obtiene mediante el logaritmo de la primera (Gonzalez-Gonzalez 

2011). 
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Donde ln es el índice de similitud genética de Nei, que se define como: 

             

 

   

       

 

   

       

 

   

  

   

 

Donde Pix es la frecuencia del alelo i en la población (especie o individuo) x y Piy es el alelo i en la 

población (especie o individuo) y m es el número de alelos presentes en el locus.  

La distancia de Nei o distancia genética estándar (DS) es proporcional al tiempo durante el cual dos 

poblaciones que se comparan han evolucionado independientemente. Considera cambios en las 

frecuencias alélicas derivados tanto de mutaciones como de efectos de deriva genética. Es por tanto 

una distancia adecuada para estudios filogenéticos y construcción de dendrogramas (Moreno-

Vázquez 2001). Con GENALEX 6.5  se calculo la distancia genética de Nei (Nei 1972) y también se 

construyó un árbol de Neighbour-Joining (N-J) con el estimado de distancias genéticas estándar de 

Nei: DS (Nei 1972) para todas las poblaciones aplicando una prueba de bootstrap con 1000 

repeticiones.  

Otro método más reciente para estimar la distancia genética es el método de Bruvo et al. (2004) que 

específicamente permite el análisis de poliploidias y el cual toma en cuenta el modelo mutacional por 

pasos. La distancia de bruvo entre dos alelos es calculada como: 

                   

donde x es el número de unidades repetidas entre dos alelos. Estas distancias son calculadas sobre 

todas las combinaciones de alelos en un locus y luego la distancia media mínima entre las 

combinaciones de alelos se toma como la distancia de ese locus; y a continuación se promedian 

todos los loci para obtener la distancia entre dos muestras. El análisis se desarrollo bajo la 

plataforma de análisis estadístico R (R Development Core Team 2017) con el paquete POPPR 

v2.4.1 (Kamvar et al. 2014) a partir del mínimum spanning networks (MNS) para visualizar las 

relaciones entre los individuos de los datos. 

Se realizó una prueba de Mantel para probar si existe una correlación entre las distancias 

geográficas con las distancias genéticas, mediante el programa computacional GENALEX 6.5 

(Peakall y Smouse 2012) bajo la hipótesis nula de independencia entre las dos variables. Este 

programa determina el aislamiento por distancia a partir de 10000 permutaciones probando la 
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relación entre una matriz de FST pareadas y una matriz de distancia geográfica al distribuir los datos 

de manera aleatoria y evalúa la probabilidad de que la correlación entre las dos matrices sea mayor 

que la encontrada por azar.  

 

Demografía histórica 

Relaciones de Parentesco 

Las relaciones de parentesco reflejan la historia compartida entre miembros de una misma familia o 

población (Weir et al. 2006). Existen diversos métodos estadísticos para realizar análisis de 

parentesco a  partir de marcadores moleculares (Blouin 2003). Estos pueden ser divididos en 2:  

a) Método de conectividad “Relatedness rqg” el cual se expresa en términos de probabilidades de 

que un conjunto de alelos desciendan de un único alelo ancestral, determinando la probabilidad de 

que dos alelos idénticos lo sean por descendencia. Se dice que dos individuos están relacionados 

cuando el alelo de uno de ellos es idéntico por descendencia de aquel que tiene el otro (Weir et al. 

2006). Con el software GENALEX 6.1 se calculó el estimador de relatedness rqg de Queller y 

Goodnight (1989). El cual es una medida de endogamia donde se evalúa el grado de relación 

genética (relatedness) entre individuos dentro de cada población. Se estimaron intervalos de 

confianza al 95% de rqg con un bootstrap de 999 y 999 permutaciones para cada población. Si los 

valores de rqg de cada población caen arriba de los intervalos de confianza esperados, indica que 

procesos como endogamia, deriva génica o un sesgo reproductivo están incrementando el 

parentesco genético. 

b) Métodos de relación “Relationship”, que permiten determinar relaciones de parentesco 

(genealógicas) como lo son los padres, hijos, hermanos y medios hermanos (Blouin 2003)  

Este método está implementado en el programa ML-RELATE (Kalinowski et al. 2006). Este calcula 

las probabilidades de máxima verosimilitud para estimar r, el cual posee un error cuadrático medio 

menor que otros estimadores (Kalinowski et al. 2006). Este programa, especialmente diseñado para 

microsatélites, incorpora el cálculo de alelos nulos (Wagner et al. 2006), para reducir el error posible 

(Kalinowslki et al. 2006). 

 

 



 

 

43 

Tamaño efectivo  

El tamaño efectivo poblacional (Ne) es un importante parámetro de interés en el estudio de la 

biología evolutiva asi como el monitoreo de especies de interés para la conservación (Jones et al. 

2016), el Ne es la porción de individuos en una población que se pueden reproducir exitosamente, 

aportando a la generación siguiente en términos demográficos y genéticos (Hedrick 2000). Para 

determinarlo se utilizó el programa Nestimator v2.01 (Do et al. 2014). Se puede estimar a partir de 

diferentes métodos en relación con diferentes cualidades de las poblaciones, en este caso se utilizan 

métodos indirectos que emplean marcadores moleculares, los cuales se basan en los cambios en la 

diversidad y estructura genética o en la teoría de coalescencia. Dentro de este, el desequilibrio de 

ligamiento es el estimador genético más comúnmente usado para determinar Ne, su popularidad se 

debe a su habilidad de crear estimaciones poderosas a partir de muestras sencillas, mientras que los 

llamados métodos temporales requieren de dos o más muestras de poblaciones separadas en el 

tiempo (Jones et al. 2016).  

Como el análisis se basa en una distribución X2 escalada, el número correspondiente de grados de 

libertad no está bien definido debido a las correlaciones intrínsecas entre las estimaciones 

individuales de desequilibrio de ligamiento que se combinan para estimar Ne, por lo que los 

intervalos de confianza se verían afectados. En la formulación original del método no se proporciona 

un método directo para determinar los intervalos de confianza para las estimaciones del Ne a partir 

del desequilibrio de ligamiento (Hill, 1981). NeEstimator v2.01 provee dos métodos para generar los 

intervalos de confianza, el primero, el método paramétrico, está basado para los métodos 

temporales (Waples 2006); mientras que la segunda es una corrección basada en Jackknife (Waples 

y Do 2008) a este método, es usado para ajustar los grados de libertad en la distribución x2 en el 

intervalo de confianza.   

La opción de selección de alelos raros que utiliza valores críticos tiene como objetivo facilitar la 

evaluación de los efectos de los alelos de baja frecuencia sobre las estimaciones de tamaño 

efectivo, que han sido documentadas tanto para los métodos temporales como de desequilibrio de 

ligamiento (LD) excepto en el modelo de coancestria (Nomura 2008) en el cual la frecuencia alélica 

no es un problema. Se utilizaron los valores de default (0.01, 0.02 y 0.05) en NeEstimator v2.01, los 

alelos raros son excluidos solo si ocurren a una frecuencia menor que los valores default y  todos los 
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alelos cuyas frecuencias son iguales o mayores que el valor especificado se utilizarán en el análisis 

(Do et al. 2014). 

Cuello de botella  

Las poblaciones que han sufrido reducciones sustanciales o recientes en el tamaño poblacional, 

como cuellos de botella, son sujetas a incrementar la probabilidad de identidad por descendencia, 

aumentar el efecto de factores estocásticos como la deriva génica y generar un decremento en la 

variación genética, lo que resulta en una limitante en el potencial evolutivo (Garza y Williamson 

2001, Palstra y Ruzzante 2008). Para detectar si ocurrió un reciente cuello de botella, se empleo el 

programa BOTTLENECK v. 1.2.02 (Cornuet y Luikart 1997), que detecta los cuellos de botella que 

pudo experimentar las poblaciónes a través de desviaciones significativas del equilibrio mutación-

deriva, por medio de coalescencia y comparando la heterocigosidad esperada (Heq) con la 

heterocigosidad observada (He). 

Las poblaciones que han experimentado recientemente una reducción de su tamaño efectivo 

presentan una disminución en el número de alelos, heterocigosidad y loci polimórficos. Cabe resaltar 

que la diversidad alélica (número de alelos) se pierde más rápido que la diversidad genética en 

conjunto (heterocigosis observada), por lo que si la heterocigosis esperada es igual a la 

heterocigosidad observada, la población no ha sufrido un cuello de botella reciente. Sin embargo, si 

ésta es mayor a la heterocigosidad esperada, el equilibrio mutación-deriva ha sido roto e indica la 

presencia de un cuello de botella reciente (Cornuet y Luikart 1997). 

Para la estimación es importante el modelo mutacional utilizado; el modelo de alelos infinitos (IAM) 

se supone que la mayoría de nuevas mutaciones dan lugar a nuevos alelos distinguibles, es decir, 

los nuevos alelos mutantes son siempre diferentes a los que ya existían en la población original, 

mientras que el modelo mutacional por pasos (SMM) que considera que las mutaciones sólo pueden 

ocurrir en lugares adyacentes y se pueden presentar alelos iguales a los que ya están presentes en 

la población (Aranguren-Méndez et al. 2005). Debido a que los microsatélites presentan 

predominantemente el modelo de mutación paso a paso (SMM) pero con un cierto porcentaje de 

mutación tipo IAM, se recomienda considerar un tipo de mutación denominado de dos fases (TPM, 

Di Renzo et al. 1994, Cournet y Luikart 1997). En este modelo se pueden dar «mutaciones viejas» 

(alelos ya existentes en la población), pero también «mutaciones nuevas» (alelos nuevos en la 

población) (Aranguren-Méndez et al. 2005). 
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Se calculo la presencia de cuellos de botella en las 6 poblaciones, mediante la heterocigosidad 

observada y esperada bajo el modelo de TPM con un 90% de SMM y un 10% de IAM y una varianza 

de 10%, de la misma manera se emplearon los valores de default (70% SMM, 30% IAM y varianza 

de 10%), ambos con 10,000 replicaciones. Para probar si la diferencia entre la He y la Heq era 

significativa, se realizó una prueba de Wilcoxon de una cola para exceso de heterócigos. 

Existe la misma probabilidad de que un locus presente un exceso o déficit de heterocigosidad, 

cuando una población se encuentra en equilibrio entre deriva y mutación (el tamaño efectivo 

constante). Para determinar qué población presenta un número significativo de loci con exceso de 

heterocigosidad, este software utiliza tres pruebas: “Sign test”, prueba estandarizada de diferencias 

“standardized differences test” (Cornuet y Luikart 1997), y prueba de Wilcoxon (Luikart et al. 1997ª) 

ya que ésta puede usarse con pocos loci y sin importar el tamaño de muestra, además se realizó el 

estimador de la distribución de las frecuencias alélicas; “Mode-shift” indicator, que indica las 

poblaciones que sufrieron cuellos de botella (Luikart et al. 1997b). La porción de individuos en una 

población que puede reproducirse exitosamente, ya que estos son los que contribuyen a la 

generación siguiente en términos demográficos y genéticos (Hedrick 2000). 

Resultados 

 

Se analizaron un total de 96 individuos, con 16 individuos en cada localidad provenientes de 

Amanalco, Rancho, Mesón Viejo, Amanalco C, Carretera y Palo Seco. Todos los microsatélites 

fueron polimórficos en todas las poblaciones.  

 

Definicion de grupos genéticos  

GENELAND 

Se obtuvieron tres grupos genéticos LnPr (K=3)= -608.062, con una probabilidad de 45.99% 

después de diez corridas simultaneas (figura 6a). En la figura 6b, se observa que cuatro poblaciones 

están más estrechamente relacionadas por lo que podrían ser una sola (área gris) mientras que las 

poblaciones en el área verde y amarillo son grupos genéticos diferentes.  
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Figura 6. A. Grafica de barras se muestra el 45.99% de probabilidad de que los individuos 

correspondan a tres clusters o grupos genéticos (barra verde). B. Distribución espacial de los tres 

grupos genéticos tras el análisis de agrupación; Amananlco, Amanalco C, Mesón Viejo y Carretera son 

el grupo genético 1(área gris), Rancho es el grupo genético 2 (área verde) y Palo Seco el grupo 

genético 3 (área amarilla). 

Equilibrio de Hardy-Weinberg y Desequilibrio de Ligamiento 

Dos locus se encontraron fuera del equilibrio H-W en todas las poblaciones, el locus PLD005 y 

PLT109 (Cuadro 3) debido a una deficiencia de heterócigotos, los dos presentes en la población de 

Palo Seco; obtuvieron valores significativos (p≤0.05) después de la corrección de FDR, lo que indica 

que las frecuencias observadas difirieron de las esperadas por lo que se rechaza la hipótesis nula y 

algún proceso evolutivo está actuando en esa población. Los valores del coeficiente de endogamia 

(FIS) según el cálculo de Weir y Cockerham variaron desde -0.875 a 0.627.  

 

Cuadro 3. Equilibrio de Hardy-Weinberg y los coeficientes de endogamia de Weir y Cockerham (W&C) 

para cada población, los valores resaltados fueron significativos para una deficiencia de 

heterocigotos después de la corrección de FDR (p≤0.01). 
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Amanalco Rancho  Meson Viejo Amanalco C Carretera Palo seco 

Locus p 

Fis 

W&C p 

Fis 

W&C p 

Fis 

W&C p 

Fis 

W&C p 

Fis 

W&C p 

Fis 

W&C 

PLD005 0.218 -0.077 0.480 -0.118 0.267 -0.204 0.996 -0.327 0.020 0.186 0.002 0.627 

PLT009 1 -0.500 1 -0.875 1 -0.429 0.999 -0.612 0.816 -0.098 0.987 -0.398 

PLT109 0.471 0.018 0.967 -0.320 0.994 -0.471 0.690 -0.047 0.222 0.172 0.001 0.579 

PLT087 0.919 -0.220 0.687 -0.010 0.987 -0.398 0.817 -0.149 0.873 -0.132 0.026 0.605 

PLT039 1 -0.673 0.243 -0.101 0.791 -0.159 1 -0.364 1 -0.311 1 -0.119 

PLT064 0.599 -0.265 0.420 0.032 0.350 0.105 0.944 -0.261 0.248 -0.006 0.015 0.373 

PLT107 1 -0.364 0.613 0.063 1 -0.579 1 -0.452 1 -0.200 1 -0.071 

PLT042 0.992 -0.442 1 -0.667 0.987 -0.383 1 -0.667 0.976 -0.377 0.675 -0.081 

PLT045 0.999 -0.612 0.028 0.007 0.991 -0.495 1 -0.429 0.931 -0.245 0.565 0.118 

 

Con la prueba de desequilibrio de ligamiento se encontró que de las 216 comparaciones posibles 

entre los 9 loci, ninguna presento valores significativos de desequilibrio de ligamiento en ninguna de 

las poblaciones después de realizar la corrección de FDR (p≤0.01). 

 

Diversidad genética   

 

Frecuencias alélicas  

Se observaron un total de 42 alelos para los 9 loci analizados (Cuadro 4). El locus PLT005 obtuvo un 

mayor número de alelos 8 en total, siguiéndole el locus PLT064 con 7 alelos, el locus PLT109 

presento 5 alelos, mientras que el locus PLT042 y el PLT039 presentaron 4 alelos, el locus PLT107 y 

el locus PLT087 obtuvieron 3 alelos y por último el locus PLT009 presento solo 2 alelos (figura 7). Se 

detectaron 14 alelos privados, la población Rancho obtuvo el mayor número de alelos privados, 5 

alelos en 5 individuos y la población de palo seco que obtuvo 4 alelos privados, estos se presentaron 

en 10 individuos (Anexo 5), mientras que las poblaciones 1 y 3 no presentaron ningún alelo privado; 

el loci PLT009 y PLT087 tampoco obtuvieron ningún alelo privado. Se encontró que las poblaciones 

Meson Viejo, Amanalco C, Palo seco presentan 20 alelos efectivos, y Rancho presento 23, el mayor 

número de alelos efectivos. 
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Amanalco Rancho Mesón V. Ama. C Carretera Palo Seco Poblaciones 

 
Na Ne pa Na Ne pa Na Ne pa Na Ne pa Na Ne pa Na Ne pa Na Ne pa 

PLD005 6 3.7 0 7 3.41 1 4 2.5 0 4 2.5 0 4 2.07 1 5 2.75 0 8 2.84 2 

PLT009 2 1.8 0 2 1.99 0 2 1.8 0 2 1.99 0 2 1.99 0 2 1.93 0 2 1.91 0 

PLT109 4 3.1 0 4 2.04 0 4 2.7 0 3 2.09 0 4 2.89 0 5 3.39 2 5 2.7 2 

PLT087 2 2 0 3 1.72 0 2 1.9 0 3 2.12 0 2 1.75 0 2 1.82 0 3 1.89 0 

PLT039 3 2.1 0 4 2.96 1 3 1.7 0 2 1.68 0 3 1.72 0 3 1.37 0 4 1.92 1 

PLT064 4 3.1 0 6 4 1 4 3.1 0 4 3.1 0 5 2.96 1 4 3.01 0 7 3.2 3 

PLT107 2 1.7 0 2 1.82 0 2 1.9 0 3 2.03 1 2 1.44 0 2 1.2 0 3 1.68 1 

PLT042 3 2.8 0 3 2.46 0 3 2.4 0 3 2.46 0 3 2.65 0 4 3.07 2 4 2.63 2 

PLT045 2 2 0 5 2.56 2 3 2.4 0 2 1.75 0 3 1.96 0 2 1.52 0 6 2.02 3 

Total 28 22 0 23 23 5 27 20.3 0 26 19.7 1 28 19.4 2 29 20.1 4 42 20.8 14 

 

 

Cuadro 4. Número total de alelos por población y locus. Na: Número total de alelos, Ne: Número de alelos efectivos según 

Dyer (2008) y pa: alelos privados  
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Figura 7 Frecuencias alélicas para cada uno de los locus en las poblaciones. Azul fuerte: Amanalco, Rojo: Rancho, 
Verde: Mesón  Viejo, Morado: Amanalco C, Azul claro: Carretera, Naranja: Palo Seco.  
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Distribución y frecuencias genotípicas  

Se encontraron un total de 63 genotipos para el total de la población (Cuadro 5, Anexo 4). El mayor 

número de genotipos se encontró en PLD005, PLT109, PLT064 con un total de 11, mientras que el 

loci PLT009 presento el número mas bajo con 3 genotipos. El loci PLT064 obtuvo un total de 22 

heterocigotos, siendo el que obtuvo el mayor número, por el contrario el locus PLT107 obtuvo el 

menor número con 6 heterocigotos. Los loci que presentaron el menor y mayor cantidad de 

genotipos homocigotos, fueron el loci PLT042 con 6 y PLT064 con 15 respectivamente. Las 

poblaciones más destacadas son Rancho con el mayor número de heterocigotos, un total de 24, 

Amanalco C con pocos heterocigotos, un total de 14; la población de Palo Seco con 20 homocigotos 

obtuvo el mayor número y Mesón Viejo el menor número de homocigotos al obtener 13.   

 

 Cuadro 5. Número de genotipos por locus para el total de las poblaciones y para cada población. 

 

Heterocigosidad 

El valor promedio de la heterocigosidad observada (HO) para todas las poblaciones fue de 0.650 

(Cuadro 6), mientras que para la población de Amanalco fue de 0.764, en Rancho fue de 0.715, en 

Mesón Viejo fue de 0.729, en Amanalco C fue de 0.736, en Carretera fue de 0.576 y en Palo Seco 

fue de 0.382 (Cuadro 7). En Amanalco la HO se presento desde 0.563 hasta 0.938, en Rancho desde 

Genotipos  Amanalco Rancho Meson Viejo Amanalco C Carretera Palo Seco Total 

Locus Total Het Hom Het Hom Het Hom Het Hom Het Hom Het Hom Het Hom 

PLD005 11 4 2 6 2 3 2 1 1 2 2 3 3 19 12 

PLT009 3 1 1 1 1 1 1 2 4 1 2 1 2 7 11 

PLT109 11 4 2 3 1 3 1 2 2 4 3 2 4 18 13 

PLT087 4 1 2 2 2 1 2 2 1 1 2 1 2 8 11 

PLT039 7 2 1 3 3 2 1 1 4 2 1 2 1 12 11 

PLT064 11 3 2 4 3 4 2 2 2 5 3 4 3 22 15 

PLT107 4 1 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 1 6 8 

PLT042 6 2 1 2 0 2 1 2 0 2 2 4 2 14 6 

PLT045 6 1 2 2 3 2 2 1 1 2 2 1 2 9 12 

Total 63 19 14 24 17 19 13 14 17 20 18 19 20 115 99 
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0.438 hasta 1, en Mesón Viejo desde 0.500 hasta 0.938, en Amanalco C desde 0.563 a 1, en 

Carretera desde 0.375 a 0.875 y en Palo Seco desde 0.188 hasta 0.750.  

Por otro lado, el valor promedio de la heterocigosidad esperada (HE) para todas las poblaciones fue 

de 0.535, en Amanalco el valor promedio fue de 0.566, en Rancho fue de 0.578, en Mesón Viejo fue 

de 0.540, en Amanalco C fue de 0.529, en Carretera fue de 0.511 y en Palo Seco fue de 0.489. Con 

un intervalo de la HE de 0.404 a 0.732 en Amanalco, en Rancho de 0.420 a 0.750, en Mesón Viejo 

de 0.420 a 0.674, en Amanalco C de 0.404 a 0.678, en Carretera de 0.305 a 0.662 y en Palo Seco 

de 0.170 a 0.705.  

Y por último la Heterocigosidad esperada de Nei para todas las poblaciones fue de 0.553, pero en 

Amanalco fue de 0.584, en Rancho de 0.597, en Mesón Viejo fue de 0.558, en Amanalco C fue de 

0.546, en Carretera fue de 0.528 y en Palo Seco de 0.505. El loci que presento menor diversidad 

genética fue el PLT107 (HO=0.51, HE=0.384 y Hnei=0.397) y la población con menor diversidad 

genética fue Palo Seco (HO=0.382, HE=0.489 y Hnei=0.505), por otro lado, el loci con mayor 

diversidad fue el PLT042 (HO=0.896, HE=0.617 y Hnei=0.636) y la población con mayor diversidad fue 

Amanalco (HO=0.764, HE=0.566 y Hnei=0.584). 

 

 Cuadro 6. Valores de diversidad genética por cada locus en todas las poblaciones. na: promedio del 

número observado de alelos, ne: número efectivo de alelos (Kimura y Crow 1964), HO: heterocigosidad 

observada, HE: heterocigosidad esperada (Levene 1949), Hnei: heterocigosidad esperada de Nei (1978). 

 

 

 

 

 

 

 
PLD005 PLT009 PLT109 PLT087 PLT039 PLT064 PLT107 PLT042 PLT045 Promedio 

Na 5 2 4 2.333 3 4.5 2.167 3.167 2.833 3.222 

Ne 2.837 1.914 2.699 1.893 1.922 3.204 1.676 2.628 2.024 2.311 

Ho 0.646 0.719 0.625 0.51 0.594 0.708 0.51 0.896 0.646 0.650 

He 0.633 0.476 0.616 0.469 0.449 0.685 0.384 0.617 0.491 0.535 

HNei 0.654 0.492 0.636 0.484 0.464 0.707 0.397 0.636 0.507 0.553 

HT_est 0.720 0.500 0.662 0.487 0.479 0.722 0.407 0.644 0.523 0.572 



 

 

52 

Cuadro 7. Valores de diversidad genética por población y por cada locus.  

  
PLD005 PLT009 PLT109 PLT087 PLT039 PLT064 PLT107 PLT042 PLT045 Promedio 

A
m

an
al

co
 

Na 6.000 2.000 4.000 2.000 3.000 4.000 2.000 3.000 2.000 3.111 

Ne 3.737 1.822 3.103 2.000 2.073 3.084 1.679 2.768 1.992 2.473 

Ho 0.813 0.688 0.688 0.625 0.875 0.875 0.563 0.938 0.813 0.764 

He 0.732 0.451 0.678 0.500 0.518 0.676 0.404 0.639 0.498 0.566 

Hnei 0.756 0.466 0.700 0.516 0.534 0.698 0.417 0.659 0.514 0.584 

R
an

ch
o

 

Na 7.000 2.000 4.000 3.000 4.000 6.000 2.000 3.000 5.000 4.000 

Ne 3.413 1.992 2.040 1.724 2.960 4.000 1.822 2.462 2.560 2.552 

Ho 0.813 0.938 0.688 0.438 0.750 0.750 0.438 1.000 0.625 0.715 

He 0.707 0.498 0.510 0.420 0.662 0.750 0.451 0.594 0.609 0.578 

Hnei 0.730 0.514 0.526 0.433 0.683 0.774 0.466 0.613 0.629 0.597 

M
es

o
n

 V
ie

jo
 

Na 4.000 2.000 4.000 2.000 3.000 4.000 2.000 3.000 3.000 3.000 

Ne 2.547 1.753 2.681 1.932 1.724 3.066 1.882 2.359 2.359 2.256 

Ho 0.750 0.625 0.938 0.688 0.500 0.625 0.750 0.813 0.875 0.729 

He 0.607 0.430 0.627 0.482 0.420 0.674 0.469 0.576 0.576 0.540 

Hnei 0.627 0.444 0.647 0.498 0.433 0.696 0.484 0.595 0.595 0.558 

A
m

an
al

co
 C

 

Na 4.000 2.000 3.000 3.000 2.000 4.000 3.000 3.000 2.000 2.889 

Ne 2.498 1.992 2.090 2.124 1.679 3.103 2.032 2.462 1.753 2.192 

Ho 0.813 0.813 0.563 0.625 0.563 0.875 0.750 1.000 0.625 0.736 

He 0.600 0.498 0.521 0.529 0.404 0.678 0.508 0.594 0.430 0.529 

Hnei 0.619 0.514 0.538 0.546 0.417 0.700 0.524 0.613 0.444 0.546 

C
ar

re
te

ra
 

Na 4.000 2.000 4.000 2.000 3.000 5.000 2.000 3.000 3.000 3.111 

Ne 2.073 1.992 2.893 1.753 1.724 2.960 1.438 2.653 1.962 2.161 

Ho 0.438 0.563 0.563 0.500 0.563 0.688 0.375 0.875 0.625 0.576 

He 0.518 0.498 0.654 0.430 0.420 0.662 0.305 0.623 0.490 0.511 

Hnei 0.534 0.514 0.675 0.444 0.433 0.683 0.315 0.643 0.506 0.528 

P
al

o
 S

ec
o

 

Na 5.000 2.000 5.000 2.000 3.000 4.000 2.000 4.000 2.000 3.222 

Ne 2.753 1.932 3.391 1.822 1.373 3.012 1.205 3.066 1.519 2.230 

Ho 0.250 0.688 0.313 0.188 0.313 0.438 0.188 0.750 0.313 0.382 

He 0.637 0.482 0.705 0.451 0.271 0.668 0.170 0.674 0.342 0.489 

Hnei 0.657 0.498 0.728 0.466 0.280 0.690 0.175 0.696 0.353 0.505 
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Estructura genética  

Se encontraron valores negativos de FIS en todos los locus, lo cual indica un exceso de heterocigotos 

en la población. La FIT indica que los locus PLD005, PLT109, PLT064 presentan un exceso de 

heterocigotos de los individuos con respecto a la población, mientras que los demás locus muestran 

una deficiencia de heterocigotos. La media armónica de Dest fue de 0.023 mientras que el promedio 

de FST fue de 0.056, el número efectivo de grupos genéticamente distintos (ΔS) calculado para todos 

los loci fue de 1.092 (Cuadro 8).  

 

Cuadro 8. Índices de diferenciación de todas las poblaciones y para cada locus. FIS, FST y FIT: Índices 

de fijación estimados según Weir y Crockerham (1984). GST_est=Diferenciación genética según Nei y 

Chesser (1983). G’ST_est = Diferenciación genética según Hedrick (2005). ΔST= Componente de 

diversidad entre grupos genéticos o número efectivo de grupos genéticos distintos según Jost (2008). 

D: diferenciación actual según Jost (2008). Dest: estimado diferenciación genética actual según Jost 

(2008) con una corrección para tamaños de muestra pequeños. 

  FST FIT FIS GST_est G’ST_est ΔST D Dest 

PLD005 0.116 0.099 0.013 0.092 0.3 1.294 0.272 0.229 

PLT009 0.042 -0.445 -0.485 0.017 0.036 1.042 0.048 0.02 

PLT109 0.065 0.051 0.017 0.04 0.124 1.126 0.134 0.087 

PLT087 0.031 -0.055 -0.057 0.005 0.012 1.03 0.034 0.006 

PLT039 0.058 -0.245 -0.293 0.033 0.067 1.053 0.061 0.035 

PLT064 0.047 0.014 -0.002 0.021 0.082 1.119 0.128 0.062 

PLT107 0.051 -0.26 -0.299 0.026 0.046 1.035 0.041 0.021 

PLT042 0.037 -0.399 -0.427 0.011 0.035 1.066 0.075 0.024 

PLT045 0.057 -0.241 -0.286 0.032 0.071 1.062 0.07 0.04 

Promedio 0.056 -0.165 -0.202 0.031 0.086 1.092 0.096 Ñ= 0.023 

 

Las correlaciones en los valores de FST con Dest fueron significativas con una R2= 0.852 (figura 9). 

La diferenciación es alta cuando FST es mayor a 0.1, diferenciación intermedia cuando FST oscila 

entre 0.05- 0.1 y una diferenciación baja cuando FST es menor de 0.05, bajo estos criterios se 

encontró que las poblaciones tienen una estructura genética baja con  una FST pareada de (0.015-

0.64, x= 0.034 (Fst<0.05) y de Dest pareada de (0.000-0.083, x= 0.021), en las demás poblaciones se 
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y = 0.536x + 0.0229 
R² = 0.8519 

0.000 

0.010 

0.020 

0.030 

0.040 

0.050 

0.060 

0.070 

0.080 

-0.020 0.000 0.020 0.040 0.060 0.080 0.100 

FS
T

 

Dest 

Relación FST/Dest 

encontró una diferenciación genética débil y solo Palo Seco con una estructura genética intermedia 

(Cuadro 9).  

 

Cuadro 9. Diferenciación genética para cada población. Debajo de la diagonal FST y arriba de la 

diagonal (Dest). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Relación entre los índices de diferenciación FST y Dest. 

 

Los resultados del AMOVA mostraron un valor de FST=0.039 (Cuadro 10) y de RST=0.028 (Cuadro 

11). La mayor variación se encontró dentro de las poblaciones en los dos índices, con un porcentaje 

de 96% para FST y 97% en RST, mientras que, la menor variación se presento entre poblaciones con 

un 4% para los valores de FST y un 3% para  RST, siendo muy parecidos los valores de variación. En 

 

Amanalco Rancho  Mesón Viejo Amanalco C Carretera Palo Seco 

Amanalco 

 

0.010 0.000 0.000 0.009 0.083 

Rancho  0.029 

 

0.015 0.014 0.013 0.062 

Mesón Viejo 0.018 0.038 

 

0.000 0.007 0.068 

Amanalco C 0.020 0.039 0.015 

 

0.001 0.029 

Carretera 0.030 0.040 0.025 0.018 

 

0.008 

Palo Seco 0.060 0.064 0.055 0.040 0.024 

 



 

 

55 

cuanto a la significancia, tanto FST como RST son significativos con una p=0.002 y p=0.020 

respectivamente.  

 

Cuadro 10. Análisis de varianza molecular en base en los valores de FST para todas las poblaciones de 

P. robertsi. 

Fuente de Variación g.l. 
Suma de 

cuadrados 

Componentes 

de varianza 

Porcentaje 

de variación 
% 

ENTRE poblaciones 5 28.641 5.728 0.101 4% 

DENTRO de 

poblaciones 
186 462.719 2.488 2.488 96% 

Total 191 491.359 
 

2.589 100% 

 
FST= 0.039 p=0.002 

   
 

Cuadro 11. Análisis de varianza molecular con base en los valores de RST para todas las poblaciones 

de P. robertsi. 

Fuente de Variación g.l. 
Suma de 

cuadrados 

Componentes 

de varianza 

Porcentaje 

de variación 
% 

ENTRE poblaciones 5 4084.818 816.964 12.329 3% 

DENTRO de 

poblaciones 
186 78573.469 422.438 422.438 97% 

Total 191 82658.286 
 

434.767 100% 

 
RST= 0.028 p=0.020 

   
 

 

Mediante la distancia genética estándar de Nei (DS: Nei 1972) se obtuvo un árbol de consenso de N-

J (Fig 11), donde se observa que la población ancestral es la de Amananlco C con un soporte de 

bootstrap de 53% dando origen a dos ramas. Cabe destacar que los individuos de las localidades 

Palo Seco y Carretera son más estrechamente relacionados con un bootsrap de 94, al igual que  

Amanalco y Rancho estando más relacionados con un bootstrap de 64. 
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. 

 

Figura 10. Árbol construido por el método de N-J utilizando el estimado de distancias genéticas 

estándar de Nei: DS (Nei 1972) entre las localidades de P. robertsi utilizando un bootstrap de 1000. 

Figura 9. Análisis de componentes principales discriminante en el que se observan las 6 localidades 
estudiadas: 1=Amanalco (azul), 2= Rancho (Morado), 3= Mesón Viejo (Dorado), 4= Amanalco C 

(Amarillo), 5= Carretera (Naranja) y  6= Palo Seco (Rojo). 
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Figura 11. Árbol construido utilizando las distancias de Bruvo et al. (2004) a partir de las redes de 

distribución mínimas (MSN). Localidades 1: Amanalco, 2: Rancho, 3: Mesón Viejo, 4: Amanalco C, 5: 

Carretera, 6: Palo Seco. 

 

La prueba de Mantel mostró una correlación positiva pero no significativa entre distancia genética y 

distancia geográfica entre las poblaciones con un R2= 0.0181, p= 0.00 (Figura 13). 

 

Figura 12. Prueba de Mantel estadísticamente significativa; los puntos representan las 

comparaciones pareadas entre localidades de colecta 

y = 0.1383x + 7.4469 
R² = 0.0569 

P = 0.00 
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Demografía Histórica  

Relaciones de Parentesco 

 

De 4560 combinaciones posibles de los 96 organismos se obtuvieron las relaciones de parentesco, 

entre los cuales observamos que en el total de las poblaciones los individuos no están relacionados 

con un 70.4%, los que están relacionados por ser hermanos representan un 12.9%, mientras que los 

medios hermanos representan un 10.6% y finalmente los relacionados por ser padres e hijos 

obtuvieron un 6.1%.  

En las poblaciones se muestra un patrón semejante, con la mayoría de los individuos no 

relacionados, siendo Palo Seco el sitio que obtuvo un mayor porcentaje con 81.7% y Amanalco el 

sitio que obtuvo menor porcentaje de individuos no relacionados con 66.7%. Dentro de los individuos 

relacionados, se observaron que el mayor porcentaje de medios hermanos se encontró en Carretera 

con un 10% y el menor porcentaje se observo en Amanalco C con un 2.5%. Por otro lado, el mayor 

porcentaje de hermanos se observo en Amanalco con un 27.5% y el menor con 5.8% en Carretera.  

Y por último los Padres e hijos se encontraron con mayor porcentaje en Amanalco C y Carretera con 

5.8% en los dos sitios, mientras que en Amanaco se encontró un 0.83% siendo la población menor 

porcentaje de padres e hijos (Cuadro 12). 

Cuadro 12. Relaciones de parentesco en cada una de las poblaciones y para el total de las 

poblaciones.  

 
Amanalco Rancho Mesón Viejo Amanalco C Carretera Palo Seco Total Poblaciones 

No 

relacionados 
66.7% 72.5% 78.3% 70% 78.3% 81.7% 70.4% 

Medios 

Hermanos 
5% 6.7% 3.3% 2.5% 10% 7.5% 10.6% 

Hermanos 27.5% 18.3% 15% 21.7% 5.8% 7.5% 12.9% 

Padres e Hijos 0.83% 2.5% 3.3% 5.8% 5.8% 3.3% 6.1% 

 

El análisis de parentesco de Queller y Goodnight (1989) demostró que la media del coeficiente de 

parentesco rqg) fue significativamente más alto que los intervalos de confianza esperados de la 

distribución nula en 3 poblaciones: Amanalco C, Carretera y Palo Seco; lo que indica que procesos 
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como endogamia, deriva génica o un sesgo reproductivo están incrementando el parentesco 

genético (Figura 14).  

También se observo que la población de Palo Seco presento los valores de la media de rqg mas alta 

(0.135) seguido por Carretera (0.109) y Amanalco C (0.108), por el contrario Amanalco y Rancho 

presentaron los valores más bajos de la media de rqg con 0.024 y 0.029 respectivamente.  

 

 

Figura 13. Media del coeficiente de parentesco entre todas las poblaciones de P. robertsi. Las barras 

rojas son los intervalos de confianza superiores y los intervalos de confianza inferiores con un 95% de 

confianza con una distribución nula, las barras azules son la media observada de parentesco 

generadas con 9999 permutaciones y 1000 de bootstraps.  

Tamaño efectivo y migración  

 

Se obtuvo el tamaño efectivo poblacional (Ne) basado en el desequilibrio de ligamiento para el total 

de las poblaciones usando diferentes frecuencias alélicas por lo que varía de Ne=52.9 a N= 13.6. El 

mayor tamaño efectivo poblacional se obtuvo en Amanalco C independientemente de las frecuencias 

alélicas empleadas teniendo una Ne= 19.2 a 19.6, siguiéndole la población de Carretera con una 

Ne=16.2 a Ne=16.9. Los valores mas bajos en el tamaño efectivo poblacional se obtuvieron para 

Amanalco con Ne=1.9 a Ne=2.7, Rancho con Ne=9.7 a Ne=2.7 y Palo Seco con una Ne=3.3 a 

Ne=6.3 individuos (Cuadro 13). 
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Cuadro 13. Tamaño efectivo poblacional mediante el método de desequilibrio de ligamiento y 

mediante coancestria en cada una de las poblaciones.   

 
Frecuencia Alélica Usada 

 
0.05 0.02 0.01 0+ 

Poblaciones 52.9 31.4 25.1 13.6 

Amanalco 1.9 2.7 2.7 2.7 

Rancho 9.7 2.9 2.9 2.9 

Mesón Viejo 8.5 7.7 7.7 7.7 

Amanalco C 19.2 19.6 19.6 19.6 

Carretera 16.2 12.9 12.9 12.9 

Palo Seco 3.3 6.3 6.3 6.3 

 

Cuello de Botella 

Los resultados mostraron que hay evidencia de cuello de botella (p ≤0.05) asociado a un exceso de 

heterocigosis bajo el modelo de IAM (90% de SMM, 10% de IAM, varianza de 10%) para el total de 

las poblaciones (p=0), mientras que bajo el modelo de TPM y SMM no fue significativo (p=0.50 y 

p=0.75 respectivamente). Bajo el modelo de IAM y TPM se encontró evidencia de cuello de botella 

(70% de SMM, 30 de IAM, varianza de 30%) con una p=0.00 para el IAM y p=0.01 para el TPM, por 

el contrario bajo el modelo de SMM con una p=0.75 no se encontró pruebas de cuello de botella 

(Cuadro 14). Bajo el modelo de TPM (70% de SMM, 30% de IAM, varianza de 10%) no se observo la 

presencia de cuello de botella en la población de Rancho, ni en Palo seco, mientras que bajo el 

modelo de SMM tampoco hay presencia de cuello de botella en Rancho, Carretera y Palo Seco, lo 

cual se asemeja al modelo de SMM y TPM (90% de SMM, 10% de IAM, varianza de 10%) que 

presentan las mismas poblaciones sin cuello de botella. Por el contrario las poblaciones con 

evidencias de cuello de botella son Amanalco, Mesón Viejo y Amanalco C en cada uno de los 

modelos previamente descritos (IAM, TPM y SMM) con el 90% de SMM, 10% de IAM y varianza de 

10% con un valor de p=0.00 y con el 70% de SMM, 30 de IAM, varianza de 30% también se 

encontró una presencia de cuello de botella en los 3 modelos usados con una p=0 (Cuadro 15).  
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Cuadro 14. Prueba de cuello de botella para todas las poblaciones de P. robertsi, bajo los tres 

modelos: IAM, TPM y SMM, con una probabilidad de 90% y una varianza de 10; una probabilidad de 70 

% y una varianza de 30.  

 
90% Probabilidad, 10 Varianza 70% Probabilidad, 30 Varianza 

  
I.A.M. T.P.M. S.M.M. 

 
I.A.M. T.P.M. S.M.M. 

Locus He Heq Heq Heq He Heq Heq Heq 

PLD005 0.72 0.622 0.761 0.788 0.72 0.623 0.714 0.79 

PLT009 0.5 0.164 0.199 0.207 0.5 0.164 0.19 0.205 

PLT109 0.662 0.463 0.617 0.655 0.662 0.468 0.561 0.655 

PLT087 0.487 0.292 0.409 0.437 0.487 0.291 0.357 0.44 

PLT039 0.48 0.389 0.534 0.571 0.48 0.389 0.478 0.571 

PLT064 0.722 0.578 0.727 0.756 0.722 0.578 0.674 0.756 

PLT107 0.407 0.293 0.408 0.437 0.407 0.293 0.357 0.441 

PLT042 0.644 0.387 0.534 0.572 0.644 0.387 0.48 0.57 

PLT045 0.523 0.527 0.68 0.713 0.523 0.529 0.625 0.715 

Wilcoxon (una cola, exceso de 

heterosigosidad) 
p= 0.00 p= 0.50 p= 0.75 

 
p= 0.00 p= 0.01 p= 0.75 

 

 

Cuadro 15 Exceso de heterocigosis en cada una de las poblaciones bajo los diferentes modelos de 

mutación IAM, TPM, y SMM. Los valores resaltados muestran presencia de cuello de botella (p ≤ 0.05).  

Poblaciones 
90% Probabilidad, 10 Varianza 70% Probabilidad, 30 Varianza 

I.A.M. T.P.M. S.M.M. I.A.M. T.P.M. S.M.M. 

Amanalco 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

Rancho 0.00 0.36 0.50 0.00 0.12 0.5 

Mesón Viejo 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

Amanalco C 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

Carretera 0.00 0.10 0.21 0.00 0.01 0.17 

Palo Seco 0.01 0.21 0.41 0.01 0.15 0.41 
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Discusión 

 

Se han realizado algunos trabajos sobre diversidad genética en anfibios, sin embargo este trabajo 

presenta el primer estudio sobre estructura y diversidad genética en Pseudoeurycea robertsi especie 

microendémica y amenazada, donde por primera vez se emplean 9 microsatélites como marcadores 

moleculares para analizar su estado genético en 6 localidades del Nevado de Toluca. Estos 

microsatélites fueron diseñados para Pseudoeurycea leprosa (Velo-Antón et al. 2009) pero dado que 

las regiones que flanquean a los microsatélites están altamente conservadas en ocasiones se 

pueden usar para diferentes especies (Selkoe y Tioonen 2006). Nueve de los once microsatélites 

descritos para P. leprosa se emplearon en este trabajo debido a que los locus PLT028 y PLT066 

presentaban alelos nulos y desviaciones en el equilibrio de H-W (Velo-Antón et al. 2009). 

 

Diversidad genética   

Los análisis mostraron una desviación significativa de las proporciones del equilibrio de H-W en la 

población de Palo Seco, debido a una deficiencia de heterocigotos en los locus PLD005 y PLT109. 

Esta desviación de H-W para la población de Palo Seco puede deberse a diversos factores como la 

heterocigosidad observada y la presencia de alelos exclusivos para esta población, ya que 

presentan la heterocigosidad mas baja de todas las poblaciones y es la única población en la que la 

heterocigosidad esperada es mayor a la observada (HE ˃HO, Cuadro 7). Esta desviación del 

equilibrio sugiere que no hay apareamiento aleatorio (Loew et al. 2005), lo que puede generar que 

se pierdan o fijen alelos entre las poblaciones, favoreciendo un incremento en la diferenciación entre 

dichas poblaciones (Vázquez-Domínguez et al. 2012). Otro factor puede ser la deriva genética que 

se considera la principal causa de pérdida a largo plazo de la variación genética y conduce a una 

mayor probabilidad de endogamia, el principal factor genético que amenaza la supervivencia a corto 

plazo de las poblaciones (Frankham et al. 2005; Vega et al. 2007; Sunny et al. 2014b). 

Se encontró una diversidad genética de media a baja en el total de las poblaciones, que concuerda 

con su limitada distribución resultado de un tamaño poblacional pequeño (Percino-Daniel 2008). La 

diversidad fue mayor a la esperada (HO=0.650, HE= 0.535, Hnei=0.553) en el total de las poblaciones, 
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lo que se ha encontrado en otras especies de anfibios donde la heterocigosidad observada es mayor 

a la esperada (HO ˃HE, Sunny et al. 2014; Guannan Wen et al. 2015; Heredia-Bobadilla et al. 2016, 

Cuadro 16). Lo mismo se observo para las poblaciones Amanalco (HO=0.764, HE= 0.566, 

Hnei=0.584), Rancho (HO=0.715, HE= 0.578, Hnei=0.597), Mesón Viejo (HO=0.729, HE= 0.540, 

Hnei=0.558), Amanalco C (HO=0.736, HE= 0.529, Hnei=0.546) y Carretera (HO=0.576, HE= 0.511, 

Hnei=0.528) con una mayor diversidad a lo esperado, contrastando con la población de Palo Seco la 

cual presento una baja diversidad génetica mostrando heterocigosidad menor a la esperada 

(HO=0.382, HE= 0.489, Hnei=0.505) valores similares reportados en Triturus marmoratus (HO=0.37, 

HE=0.43 Jehle et al. 2005), la baja diversidad genética se ha reportado por diversas causas como en 

anuros de las especies Hyla arborea debido a un efecto de endogamia y fragmentación de las 

poblaciones que reducen sus tamaños (Andersen et al. 2004) y en salamandras como Ambystoma 

tigrinum que presentan bajos niveles de diversidad genética (HE= 31.7), como resultado de procesos 

históricos tales como cuellos de botella que han reducido el tamaño efectivo (Spear et al. 2006). Es 

importante destacar que la baja diversidad genética en Palo Seco podría sugerir que la especie está 

empezando a declinar debido a la fragmentación del hábitat, las actividades antropogénicas y el 

aislamiento (Noel y Lapointe 2010).   

La heterocigosidad observada (0.650) es semejante a la heterocigosidad esperada en P. leprosa 

(0.642; Velo-Antón et al. 2013) mientras que el rango de alelos por locus es menor al reportado, las 

poblaciones de P. robertsi presentan un rango de 2 a 8 alelos y P. leprosa de 3-33 (Velo-Antón et al. 

2009). Sin embargo, la medida de variación alélica se considera una estimación pobre, debido a su 

dependencia por el tamaño de muestra, por lo que el valor de heterocigosis es un mejor estimador 

para hacer comparaciones entre otras poblaciones de otros estudios realizados (Percino-Daniel 

2008) además al no ser  microsatélites específicos para la especie, se espera encontrar menor 

número de alelos en comparación con los reportados para la especie para los que fueron diseñados 

(Selkoe y Toonen 2006).  
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Cuadro 16. Estudios anteriores con el uso de microsatélites, en el que se comparan las estimaciones 
de variación y diferenciación genética en anfibios. Ho= Heterocigosidad observada, He= 
Heterocigosidad esperada.  

 

Especie 
Rango de 

Alelos 
HO HE FST FIS Referencia 

Plethodon cinereus 6-14 0.55 0.58 
0.013-

0.050  
Marsh et al. 2007 

Plethodon websteri 2-10 0.44 0.43 
  

Feist et al. 2016 

Pseudoeurycea 

leprosa 
3-33 0.20-0.88 0.22-0.93 

  
Velo-Antón et al. 2009 

Plethodon cinereus 5-18 0.38-0.49 0.44-0.66 0.188 
 

Nöel et al. 2007 

Ambystoma 

maculatum 
13 - 44 0.534 0.69 0.073 

 

Zamudio y Wieczorek 

2007 

Ambystoma 

rivulare 
2-7 0.799 0.591 0.076 -0.36 

Heredia-Bobadilla et al. 

2016 

Ambystoma leorae 4-9 0.804 0.613 0.021 -0.294 Sunny et al. 2013 

Ambystoma 

maculatum 
8-12 

0.488-

0.700 

0.597-

0.729 
0.041 0.126 Purrenhage et al. 2009 

Ambystoma taylori 4-10 0.476 0.662 
 

0.331 
Percino-Daniel et al. 

2016 
Ambystoma 

velasci 
1-10 0.59 0.618 

 
0.077 

Ambystoma 

texanum 
11-20 0.543 0.798 

 
0.330 Rhoads 2011 

Ambystoma 

tigrinum 

melanostictum 

1 - 5 0.295 0.31 
 

0.072 Spear et al. 2006 

Calotriton arnoldi 2-12 
0.230-

0.560 

0.197-

0.559  
0.380 

Valbuena-Ureña et al. 

2017 
Calotriton asper 

 

0.438-

0.641 
0.44-0.619 

 
-0.022-0.107 
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Rhyacotriton 

variegatus 
1.8-6.5 

0.205-

0.511 

0.247-

0.691 
0.33 -0.157-0.419 Emel y Storfer 2014 

Leptobrachium 

leishanense 
5-19 0.807 0.837 

 
0.035 Zhang et al. 2015 

Oophaga pumilio 6-24 0.81 
 

 
0.029 ± 

0.017 
Nowakowski et al. 2014 

Craugastor 

bransfordii 
23-41 0.81 

 
 

0.020 ± 

0.007 

Bufo gargarizans 4-11 0.5673 0.444 0.316 
 

Wen et al. 2015 

Lithobates 

sylvaticus 
11-39 0.64-0.850 0.68-0.86 

 
-0.10-0.18 

D’Aoust-Messier y 

Lesbarreres 2015 

Triturus 

marmoratus  
0.37 0.43 0.11 

 Jehle et al. 2005 

Triturus cristatus 
 

0.55 0.59 0.07 
 

 

 

Cabe destacar que se encontraron 5 alelos privados en 5 individuos en la población de Rancho y 4 

alelos privados en 10 individuos (Anexo 5) en la población de Palo Seco. Gran cantidad de alelos 

privados se han observado en otras poblaciones como en Calotriton arnoldi, donde la población de 

sector oriental esta muy genéticamente diferenciado del sector occidental atribuido al gran numero 

de alelos privados en cada sector (75 y 38, respectivamente; Valbuena-Ureña et al. 2017). La 

expresión de alelos recesivos, que tienen frecuencias alélicas bajas en una población, generalmente 

son invisibles a la selección hasta que los homocigotos se forman (Hedrick 2005). Una vez que los 

homocigotos están establecidos, la población se caracteriza por presentar endogamia (Percino-

Daniel 2008) lo cual parece estar sucediendo en esta población al presentar el mayor número de 

homocigotos (20) y encontrar desviaciones del equilibrio H-W. Además un valor indirecto para medir 

el aislamiento genético es la presencia de alelos privados originados por eventos mutacionales, que 

al haber poco o nulo flujo genético estos nuevos alelos no se comparten (Hartl y Clark 1999).  
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Estructura genética 

Se encontraron 3 grupos genéticos obtenidas por GENELAND con un LnPr (K=3)= -608.062  y una 

probabilidad de 45.99% después de diez corridas simultaneas (figura 7a). Las poblaciones 

Amanalco, Amanalco C, Mesón Viejo y Carretera representan un grupo genético, la población de 

Rancho es otro grupo y Palo Seco representa el último grupo. Esta división de grupos genéticos se 

podrían adjudicar a ciertas características del paisaje, las poblaciones de Amanalco, Amanalco C, 

Mesón Viejo y Carretera se encuentran en un bosque continuo de oyamel, mientras que Rancho y 

Palo Seco se encuentran entre manchones de bosque rodeados de pastizal inducido (Anexo 6), esta 

ultima población se encuentra un poco alejada de las demás y su cercanía con la Carretera Estatal 

10, podría limitar el paso de migrantes hacia las otras poblaciones. Los caminos o carreteras 

constituyen barreras recientes que afectan la dispersión al reducir la migración de los individuos, lo 

que puede llegar a tener consecuencias negativas para la estructura genética de las poblaciones 

(Marsh et al. 2008). Si las carreteras reducen o eliminan el flujo genetico entre poblaciones, la 

diversidad génetica puede perderse y las poblaciones aisladas comienzan a ser mas divergentes 

entre sí (Gerlach and Musolf 2000; Epps et al. 2005). El efecto negativo de los caminos en anfibios 

se incrementa dependiendo de la tendencia de las especies a moverse grandes distancias o a la 

velocidad con la cual los individuos pueden cruzar los caminos (Gibbs 1998; deMaynadier and 

Hunter 2000). Algunos sapos como Bufo calamita actualmente prefieren moverse a traves de areas 

abiertas o a lo largo de caminos en lugar de hábitats boscosos, aunque usar los caminos como 

corredores de dispercion podría resultar en una alta mortalidad por los carros (Stevens et al. 2004). 

Como se observa entre Amanalco C y Mesón Viejo en donde se encuentra la Carretera Federal 135,  

la cual podría actuar como barrera pero seguramente no ha pasado el tiempo suficiente para que 

estas poblaciones empiezen a divergir genéticamente, resultados que se ha observado en otros 

estudios en los cuales poblaciones cercanas a caminos de dos carriles no presentaban 

diferenciación genética y solo la población cercana a la carretera interestatal presento diferenciacion 

genética (Marsh et al. 2008). 

Los valores del coeficiente de endogamia (FIS) para el total de las poblaciones y los loci fue de          

-0.202, indicando una baja endogamia con exceso de heterocigosis, en otros estudios se han 

encontrado resultados similares como en Sunny et al. 2013 (FIS =-0.294), Spear et al 2006 (FIS =-

0.089-0.218) y Heredia-Bobadilla et al. 2016 (FIS =-0.36). Obteniendo los valores más altos de FIS 
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0.013 y 0.017, para los locus PLD005 y PLT109 respectivamente, los mismos locus que presentaron 

desviaciones en el equilibrio H-W en la población de Palo Seco, sugiriendo que esta desviación se 

pueda explicar por un déficit de heterocigosidad y un cierto grado de endogamia.  

Los valores bajos de FST=0.056 permite detectar un débil grado de diferenciación genética en las 

poblaciones, de la misma manera el Dest=0.023 muestran una estructuración débil, este ultimo índice 

es adecuado para este tipo de estudio ya que presenta una corrección para tamaños de muestra 

pequeños (Jost 2008). Valores de diferenciación genética débil concuerdan con los reportados  en 

estudios de anfibios y en general de salamandras con distribuciones limitadas (Jehle et al. 2005; 

Marsh et al. 2007; Zamudio y Wieczorek 2007; Purrenhage et al. 2009, Sunny et al. 2014, 

Nowakowski et al. 2014; Cuadro 16) lo cual muestra una diferenciación genética fuerte entre las 

poblaciones o una señal de flujo génico interrumpido.  

Los valores pareados de FST y Dest comprueban la débil estructuración de las poblaciones los cuales 

van de FST=0.015 (dentro de las poblaciones de Amanalco C y Mesón Viejo) a 0.064 (dentro de Palo 

Seco y Rancho), x= 0.034, una similar diferenciación genética es observada en el Dest =0.000 (dentro 

de Amanalco C y Mesón Viejo) a 0.083 (en las poblaciones de Palo Seco y Amanalco) x= 0.021, 

valores ya que las regiones montañosas son lugares clave de biodiversidad que albergan un alto 

número de especies endémicas a menudo altamente diferenciadas (Myers et al. 2000). 

El análisis de varianza molecular en base a los valores de FST mostro que solo el 4% de la variación 

se explica en términos de la diferencia entre poblaciones, mientras la mayoría de la variación se 

encuentra dentro de las poblaciones con un valor del 96% esto puede explicarse por una gran 

diferencia genotípica entre individuos (FST=0.039, p=0.002); de la misma manera los valores 

obtenidos con RST muestran que el mayor porcentaje de la variación se explica dentro de las 

poblaciones con 97% y el menor porcentaje se explica por la variación entre las poblaciones. 

Resultados semejantes se encontraron en el Análisis de Componentes Principales Discriminante 

(DAPC) en la que se observan las poblaciones entremezcladas como una nube de puntos en la que 

apenas se alcanzan a distinguir las localidades de Rancho y Palo seco (Figura 10).  

El árbol de N-J construido a partir de las distancias genéticas de Nei (Nei 1972) nos muestra que la 

posible población ancestral es Amanalco C, de la cual divergen dos ramajes, uno en el que se 

agrupan Mesón Viejo, Amanalco y Rancho, resultando más estrechamente relacionados 

genéticamente Rancho y Amanalco; y por el otro ramaje se agrupan la población de Carretera y Palo 

Seco, los cuales están estrechamente relacionados (Figura 11). Mediante la distancia genética de 
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Bruvo apartir de las redes de distribución minimas se muestran los individuos de cada población que 

están más cercanos genéticamente, mostrando que las poblaciones Amanalco C, Amanalco, Mesón 

Viejo y Carretera son muy cercanos, mientras que los individuos de las localidades Rancho y Palo 

Seco se encuentran un poco alejados genéticamente, corroborando la poca diferenciación genética 

dentro de las poblaciones (Figura 12).  

 

Tamaño efectivo  

La perdida de la diversidad genética por deriva genética y endogamia está directamente relacionada 

con el tamaño efectivo de la población, en grandes poblaciones estables con apareamiento aleatorio 

y muchos reproductores cada año, la deriva genética y la endogamia son mínimas y la diversidad 

genética se mantiene a través de generaciones (Allentoft y O’Brien 2010). Tamaños efectivos 

pequeños pueden ocurrir por una gran variedad de factores como son: cuellos de botella, 

aislamiento genético, asimetría en las proporciones de hembras y machos y diferencia en el éxito 

reproductivo entre individuos (Dubois 2004; Tennessen y Zamudio 2003; Myers y Zamudio 2004; 

Wang 2009). 

Se cree que se requiere un tamaño efectivo mínimo en la población de 500 individuos para el 

mantenimiento a largo plazo de la variación genética para especies silvestres (Lynch y Landa 1998; 

Frankham 2005). Para minimizar los efectos de la endogamia, el tamaño mínimo efectivo de la 

población se sugiere que debe ser de 50 individuos (Soule 1980; Lynch y Landa 1998; Zhang et al 

2015). Sin embargo, estudios recientes en poblaciones animales han mostrado que los tamaños 

efectivos son menores a lo que tradicionalmente se pensaba (Frankham 2009), especialmente los 

anfibios que a menudo tienen bajos tamaños de la población efectiva (Funk et al. 1999; Beebee y 

Griffths 2005).  

El tamaño efectivo para el total de las poblaciones es de Ne=52.9 a 13.6 individuos dependiendo de 

la frecuencia alélica empleada, resultado similar a otros estudios donde el tamaño efectivo es 

pequeño (Funk et al. 1999; Spear et al. 2006; Wang 2009; Savage et al. 2010; Sunny et al. 2014; 

Valbuena-Ureña et al. 2017), sin que se vea comprometida la diversidad genética, como se encontró 

en Calotriton arnoldi especie con uno de los rangos de distribución más pequeños de cualquier 

anfibio europeo (8km2) y que muestra un tamaño efectivo pequeño con moderados niveles de 

diversidad genética y bajos niveles de endogamia (Valbuena-Ureña et al. 2017). La población que 

presento el mayor tamaño efectivo fue Amanalco C con Ne=19.6 a 19.2, seguido de la población de 
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Carretera Ne=16.2 a 12.9, mientras que las poblaciones con un tamaño menor de Ne fueron 

Amanalco (Ne=2.7 a 1.9) y Palo Seco (Ne=6.3 a 3.3), para esta última es posible que la deriva 

génica pueda estar actuando con mayor intensidad en esta población, dado el tamaño poblacional 

pequeño, la heterocigosidad baja que presenta y quizá también un proceso de endogamia.  

 

Relaciones de Parentesco 

En el análisis de relación de parentesco bajo el modelo de verosimilitud se encontró que de las 4560 

combinaciones de los 96 individuos muestreados para la población en total, la mayoría no están 

relacionados (70.4%), seguidos los hermanos (12.9%), los medios hermanos (10.6%) y finalmente 

los padres e hijos (6.1%). Esto se puede deber a que las salamandras de la familia Plethodontidae 

presentan mecanismos para evadir procesos endogámicos a través de reconocimiento de químicos 

en la piel a través del olfato, con el cual, pueden diferenciar entre parientes, machos y hembras, 

(Waldman 1988; Walls y Roudebush 1991; Pfennig et al. 1994; Masters y Forester 1995; Cabe et al. 

2007). Sin embargo bajo el modelo de relación de Queller y Goodnight (1989) se encontró que 

algunas poblaciones presentan valores de la media más altos de los intervalos de confianza 

esperados como Amanalco C(0.108), Carretera (0.109) y Palo Seco (0.135), indicando que las 

poblaciones podrían estar en algún proceso de endogamia, deriva génica o un sesgo reproductivo 

que este incrementando el parentesco; niveles de endogamia bajos a moderados se han encontrado 

en ambystomas (Heredia-Bobadilla et al. 2016) donde los valores de rgq cayeron por encima de los 

intervalos del 95%, los cuales se atribuyen a que la colecta de individuos se realizó entre marzo y 

agosto cuando hay una alta prevalencia de crías o juveniles (Sunny et al. 2014b; Lemos-Espinal et 

al. 2016).  

En otros estudios, Parra-Olea et al. (2012) encontraron un alto parentesco en las poblaciones 

pedomorficas de Ambystomas, aunque la endogamia puede conducir a una disminución en el 

fitness, el grado en el que las poblaciones sufren de depresión endogámica puede variar 

ampliamente dependiendo de la historia de la población, los efectos del linaje y el medio ambiente 

(Keller y Waller 2002). Para el caso particular de Palo Seco que presento los valores de parentesco 

mas altos, se puede relacionar con la alta frecuencia de alelos privados (4 alelos privados en 10 

individuos), el mayor numero de homocigotos que en las otras poblaciones, así como su lejana 

localización con respecto a las demás poblaciones.  
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Cuello de botella 

 

Se encontró un cuello de botella en todas las poblaciones bajo el modelo de I.A.M, mostrándonos 

que hubo un cuello de botella reciente, sin embargo, el modelo IAM no es el más adecuado para 

detectar cuellos de botella, ya que puede detectar un exceso de heterocigosis incluso en 

poblaciones que no han sufrido una disminución poblacional reciente (Luikart y Cournet 1998). Como 

se menciono con anterioridad al usar microsatélites se tiene que considerar que predominantemente 

presentan el modelo de mutación paso a paso (SMM) pero con un cierto porcentaje de mutación tipo 

IAM, por lo que se recomienda considerar el tipo de mutación denominado de dos fases (TPM), bajo 

este contexto solo las poblaciones de Amanalco, Mesón Viejo y Amanalco C presentan cuello de 

botella. 

Pero al considerar el total de las poblaciones también hay evidencia de un cuello de botella reciente, 

lo que se esperaría dado el grado de fragmentación que se presenta en esta zona, se han  

demostrado en estudios anteriores (Andersen et al. 2004) cómo la fragmentación ha contribuido a 

que se presenten cuellos de botella, lo que genero endogamia en las poblaciones de la rana 

Europea Hyla arborea; por otro lado un estudio en Bufo calamita (Beebee y Rowe 2001) encontró 

que en las poblaciones grandes, con oscilaciones naturales no se presentaba un cuello de botella, 

mientras que las poblaciones pequeñas que habían sufrido declives poblacionales, si presentaban 

evidencias de cuello de botella, y dado que el tamaño efectivo poblacional de P. robertsi es bajo es 

evidente el cuello de botella por el que está pasando la especie. 

 

Implicaciones en la conservación  

Los tres grupos genéticos determinados para Pseudoeurycea robertsi deben considerarse como  

unidades evolutivas significativas “Evolutionarily Significant Units o ESUs”. Al definir estas unidades 

se propone reconocer y proteger la herencia evolutiva y así el potencial evolutivo heredable sea 

mantenido mediante un conjunto de ESUs (Moritz 1994, 1995). Dentro de estas unidades se debe 

priorizar en conservar las poblaciones de Amanalco y Amanalco C, las cuales tienen los mayores 

niveles de diversidad genética, así como un alto número de alelos, representando un reservorio de 

diversidad genética. La preservación de las poblaciones con una alta diversidad genética es 
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especialmente importante para la preservación de la variación genética adaptativa y potencial 

evolutivo en la cara del cambio ambiental global (Spielman et al. 2004, Willi et al. 2007). 

Para restablecer la diversidad genética en las poblaciones que se han visto más afectadas por la 

fragmentación del hábitat como Palo seco y Rancho se puede realizar una reubicación de individuos 

de otras poblaciones con mayor diversidad genética como Amanalco C, la cual obtuvo el mayor 

tamaño efectivo poblacional que las demás poblaciones, o establecer poblaciones “ex situ” en 

cautiverio para asegurar que no se pierdan los alelos raros y se reduzca la endogamia que se 

presenta en estas poblaciones.  

La IUCN menciona que la salamandra P. robertsi se encuentra en un solo lugar con amenaza 

definida y una continua disminución de su extensión y calidad de su hábitat, además se considera 

que P. robertsi tiene un rango de distribución de 8km2 (IUCN 2016), sin embargo en este estudio se 

encontró en otros sitios de los que se reporta en la literatura, presentándose en todos los sitios de 

muestreo Amanalco, Amanalco C, Mesón Viejo, Carretera, Rancho y Palo Seco, sin embargo el 

Nevado de Toluca es una de las regiones más perturbadas del cinturón Mexicano Trans-volcanico, 

con remanentes de solo 1346.9 km2 (1,1%) de bosque de Abies y 6507.7 km2 (5.4%) de bosque de 

Pinus (Sunny et al. 2015). La presencia de asentamientos humanos, parques, truchas, tala ilegal y 

otras actividades humanas son algunas de las amenazas a la biodiversidad en el Nevado de Toluca; 

el cual fue declarado Área Natural Protegida en 1936, pero recientemente se cambió esta protección 

a Área de Protección de Flora y Fauna desde 2013 (DOF 2013), estatus de protección que permite 

implementar una explotación moderada de los recursos, siendo muy probable que aumente la tala 

indiscriminada y las actividades antropogénicas provocando así un aumento en la fragmentación del 

hábitat de la salamandra (Candeau y Franco 2007). 

Por lo que antes de realizar una reubicación de individuos para incrementar la biodiversidad se debe 

primero implementar programas de protección a la flora y fauna de las localidades donde se 

encuentran estos organismos para asegurar su sobrevivencia a largo plazo. Y como menciona 

Bobadilla et al. 2016, los esfuerzos de conservación se deben de realizar integrando a las 

poblaciones locales para que se fomente la protección a estas especies en peligro y a su ambiente a 

largo plazo. Como la implementación de tecnologías solares en las casas de las comunidades 
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cercanas al nevado, como calentadores solares y estufas solares para evitar el consumo de leña de 

los bosques cercanos que es donde habita P. robertsi. 

Las salamandras Plethodontidas se distinguen por la falta de pulmones y la conducción de la 

respiración a través de la piel, por lo que, son propensos a los efectos negativos del aumento de las 

temperaturas y el CO2 atmosférico (Bernardo y Spotila 2006), además presentan tolerancias 

fisiológicas mas restringidas y nichos climáticos estrechos, con bajas tasas de dispersión lo cual las 

hace menos capaces de desplazarse a otras zonas en respuesta al cambio climático y a la perdida 

de hábitat. Si persisten, estas especies deben adaptarse a ambientes variables o sobrevivir solo en 

aquellas áreas donde el clima se mantenga estable a través del tiempo (Hugall et al. 2002; Visser 

2008). Por ello la conservación del bosque de Abies-Pinus es clave debido a que la fragmentación 

puede segregar los tipos de hábitats esenciales necesarios para diferentes etapas de la historia de 

vida de los anfibios, elevar los riesgos de desecación, aumentar la mortalidad relacionada con la 

dispersión y crear barreras de dispersión absolutas. En la salamandra P. leprosa habitante de los 

bosques del Nevado de Toluca se realizó un estudio (Velo-Antón et al. 2013) en el que se demostró 

que el cambio climático ha desempeñado un papel en la conformación y conectividad de la 

población; y para el año 2050 mediante proyecciones de nicho ecológico se espera que al 

incrementarse las temperaturas se provoque una perdida dramática del hábitat, reduciendo la 

conectividad geográfica y el flujo de genes entre las poblaciones, además se espera una muy baja 

probabilidad de ocurrencia en la mayor parte de su distribución, así como una extinción local de 

poblaciones aisladas. Por lo cual se puede esperar que nuestra especie se verá amenazada por los 

cambios proyectados en las temperaturas globales, lo que reducirá sustancialmente la distribución 

del hábitat apropiado para su sobrevivencia. 

Es necesario un manejo adecuado del suelo y de la vegetación para la conservación de esta y otras 

especies del APFFNT para mantener un hábitat continuo que sea óptimo a futuro, sería conveniente 

la implementación de corredores de dispersión entre las poblaciones fragmentadas, algunos 

estudios indican que los corredores pueden reducir la muerte en carreteras y promover el flujo 

génico en anfibios y reptiles (Yanes et al. 1995; Aresco 2005) y es aún mas importante su 

implementación en especies con capacidades reducidas de dispersión como las salamandras, donde 

es crucial para que se lleve a cabo el intercambio genético y así impedir la perdida de la diversidad 

genética adaptativa (Massot et al. 2008).  
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Conclusiones 

 

Se encontraron 3 grupos genéticos de P. robertsi, en el grupo 1 se encuentran las poblaciones de 

Amanalco, Amanalco C, Mesón Viejo y Carretera, en el grupo 2 se encuentra la población de 

Rancho y en el último grupo se encuentra la población de Palo Seco.  

Pseudoeurycea robertsi presenta niveles de variación genética moderados expresada como 

heterocigosidad (HO, HE y Hnei), comparables con los observados en otras especies de anfibios con 

distribuciones restringidas, sin embargo la población de Palo Seco presento bajos niveles de 

variación genética comparada con las otras poblaciones de estudio.  

La población de Palo Seco mostro una desviación significativa de las proporciones del equilibrio de 

H-W, debido a una deficiencia de heterocigotos en los locus PLD005 y PLT109. El tamaño efectivo 

para el total de las poblaciones es bajo (menor a 50 individuos) pero similar a lo observado en otros 

anfibios, dependiendo de la frecuencia alélica empleada, mientras que la población que presento el 

mayor tamaño efectivo fue Amanalco C. 

Algunas poblaciones presentan algún grado de endogamia como Carretera y Palo Seco, para el 

caso particular de Palo Seco que presento los valores de parentesco más altos, se puede relacionar 

con la alta frecuencia de alelos privados (4 alelos privados en 10 individuos), el mayor numero de 

homocigotos que en las otras poblaciones. 

Se deben realizar urgentemente estrategias que aseguren la conservación de P. robertsi ya que se 

empiezan a observar los efectos de la fragmentación, la preservación de las poblaciones con una 

alta diversidad genética es especialmente importante para la preservación de la especie. Es 

necesario un manejo adecuado del uso del suelo y de la vegetación para evitar que las poblaciones 

de P. robertsi sigan declinando hasta llegar a la extinción.  
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Anexos 

 

Anexo 1. Extracción de DNA GF-1 Tissue DNA Extraction Kit VIVANTIS 

Componentes del Kit 

GF-1 columnas ………………………….. 100 

Tubos colectores………………………… 100 

Buffer de Lisis de tejidos  (Buffer TL)…..30ml 

Potenciador de Lisis……………………….2ml 

Buffer TB…………………………………..64ml 

Buffer de Lavado (concentrado)………2x 24 ml 

Buffer de elusión…………………………. 20ml 

Proteinasa K …………………………...2x 1.05ml 

 

Preparar  el baño maría a 
65°C  

En un tubo ependorf estéril 
agregar  250µl de  buffer TL  

Agregar  20µl de proteinasa K  

Agregamos 12µl del 
potenciador de Lisis. 

Cortar la  muestra en 
pequeños fragmentos y 

colocarlos en el tubo con los 
buffers.  

Colocar los tubos en baño 
maría seco a 65°C hasta que 

el tejido se encuentre 
totalmente degradado (30 min 
aproximadamente), vortexear 

ocasionalmente durante la 
incubación.  

En los mismos tubos agregar  
560 µl de buffer TB y 

vortexear hasta que quede 
una solución homogénea  

Incubar de nuevo en baño 
maría a 65°C durante 10 min y 

vortexear  

Añadimos 200 µl de etanol al 
100% y vortexear nuevamente  

Pasar la solución a los tubos 
recolectores   y centrifugar a 
5000xg durante 1min. Si se 
tapa la membrana hay que 

incrementar las revoluciones o 
el tiempo.  

Descartar  el líquido que se 
filtró,  añadir 500µl de buffer 
de lavado y centrifugar otra 

vez. 

Descartar el líquido filtrado,  
añadir otros 500µl de buffer 

de lavado y centrifugar.  

Meter  la columna  dentro 
tubos esteril nuevos,  añadir el 

buffer de elusión 100 µl y  
dejarlo  2 min a temperatura 

ambiente 

Volvemos a centrifugar a 
10000 xg  durante 2 min y 
guardar el DNA a 4°C o a -

20°C.  
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Anexo 2. Para preparar el gel de agarosa al 1%  

Gel de 40 pozos 

TBE (Tris-Borato-EDTA) 0.5%.............75 ml  

Agarosa…………………………………. 0.74 g  

 

Gel de 20 pozos 

TBE (Tris-Borato-EDTA) 0.5%..............30 ml  

Agarosa…………………………………. 0.291 g  

 

Dependiendo del tamaño del gel de agarosa deseado se agrega la agarosa al TBE 0.5% pH 8.0 en 

un matraz Erlenmeyer procurando que la agarosa no se quede pegado en las paredes del matraz, 

tapar el matraz con una película de polietileno con perforaciones y colocarlo en el horno de 

microondas a máxima potencia durante 40 segundos, agitando hasta que la agarosa se encuentre 

totalmente disuelta. Tener cuidado de que la agarosa no entre en ebullición ya que se podría 

derramar o evaporar el buffer. Esperar 5 minutos a que se enfrie la solución y vaciarla en la cámara 

de electroforesis horizontal previamente nivelada con el peine y dejar solidificar por 20 minutos, ya 

que cuajo totalmente el gel se puede retirar el peine.  

 

Colocar dentro de los pozos: 

2 μl de escalera de 100pb y 2 μl de red gel de 1 frente en el primer carril del gel de electroforesis 

3μl de muestra y 2 μl de red gel en los demás carriles  

 

Electroforesis 

Agregar el gel a la cámara de electroforesis y agregar el buffer TBE al 0.5%, teniendo cuidado de 

conectar los cables positivo y negativos de manera correcta para que se puedan visualizar  

correctamente las muestras. El buffer con el que se realizó el gel debe tener la misma concentración 

que el de la cámara de electroforesis.  

Correr a 120 volts, 500 MA, 12 W  por 30 min procurando que no se salgan las muestras del gel. 
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PCR 

Para desleofilizar los primers (100 mM)  

10(                     )=             20      μ                            

 1 muestra 15 muestras 

H2O 1.96 29.4 

MgCl2 Buffer 0.84 12.6 

Buffer  1.00 15 

dNTP’s (2mM) 1.40 21 

PR (10uM) 0.35 5.25 

PF (10uM) 0.35 5.25 

Taq (5U) 0.10 1.5 

DNA (Cada tubo) 1.00 1.0 

Volumen Final 7 µl   

 

 

 

 

Anexo 3. Frecuencias alélicas observadas en cada uno de los locus y en cada grupo genético 

 

Locus Alelo Amanalco Rancho Mesón Viejo Amanalco C Carretera 
Palo 

Seco 

1(PLD005) 

164 0.125 0.063 0.000 0.000 0.125 0.250 

166 0.094 0.469 0.094 0.031 0.000 0.094 

168 0.375 0.125 0.531 0.563 0.656 0.531 

170 0.031 0.031 0.000 0.000 0.000 0.000 

178 0.313 0.219 0.063 0.219 0.000 0.094 

180 0.063 0.063 0.313 0.188 0.188 0.031 

184 0.000 0.031 0.000 0.000 0.000 0.000 

188 0.000 0.000 0.000 0.000 0.031 0.000 
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Locus Alelo Amanalco Rancho Mesón Viejo Amanalco C Carretera 
Palo 

Seco 

2(PLT009) 
160 0.344 0.469 0.313 0.531 0.531 0.594 

181 0.656 0.531 0.688 0.469 0.469 0.406 

        

Locus Alelo Amanalco Rancho Mesón Viejo Amanalco C Carretera 
Palo 

Seco 

3(PLT109) 

110 0.438 0.625 0.469 0.625 0.469 0.438 

114 0.156 0.313 0.094 0.094 0.250 0.063 

118 0.313 0.031 0.375 0.281 0.250 0.063 

122 0.094 0.031 0.063 0.000 0.031 0.219 

126 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.219 

        

Locus Alelo Amanalco Rancho Mesón Viejo Amanalco C Carretera 
Palo 

Seco 

4(PLT087) 

256 0.500 0.719 0.594 0.500 0.688 0.656 

266 0.000 0.031 0.000 0.031 0.000 0.000 

268 0.500 0.250 0.406 0.469 0.313 0.344 

        

Locus Alelo Amanalco Rancho Mesón Viejo Amanalco C Carretera 
Palo 

Seco 

5(PLT039) 

246 0.563 0.438 0.719 0.719 0.719 0.844 

250 0.406 0.344 0.250 0.281 0.250 0.125 

254 0.031 0.156 0.031 0.000 0.031 0.031 

258 0.000 0.063 0.000 0.000 0.000 0.000 

        

Locus Alelo Amanalco Rancho Mesón Viejo Amanalco C Carretera 
Palo 

Seco 

6(PLT064) 

143 0.219 0.281 0.250 0.281 0.469 0.469 

147 0.219 0.125 0.188 0.219 0.031 0.094 

151 0.000 0.000 0.000 0.000 0.063 0.000 
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155 0.469 0.344 0.469 0.438 0.313 0.156 

159 0.094 0.188 0.094 0.063 0.125 0.281 

167 0.000 0.031 0.000 0.000 0.000 0.000 

179 0.000 0.031 0.000 0.000 0.000 0.000 

        

Locus Alelo Amanalco Rancho Mesón Viejo Amanalco C Carretera 
Palo 

Seco 

7(PLT107) 

311 0.719 0.656 0.625 0.625 0.813 0.906 

315 0.281 0.344 0.375 0.313 0.188 0.094 

319 0.000 0.000 0.000 0.063 0.000 0.000 

        

Locus Alelo Amanalco Rancho Mesón Viejo Amanalco C Carretera 
Palo 

Seco 

8(PLT042) 

140 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.250 

148 0.469 0.500 0.406 0.500 0.500 0.406 

156 0.281 0.125 0.094 0.125 0.219 0.031 

160 0.250 0.375 0.500 0.375 0.281 0.313 

        

Locus Alelo Amanalco Rancho Mesón Viejo Amanalco C Carretera 
Palo 

Seco 

9(PLT045) 

277 0.000 0.063 0.000 0.000 0.000 0.000 

289 0.469 0.406 0.500 0.688 0.625 0.781 

291 0.000 0.031 0.000 0.000 0.000 0.000 

309 0.000 0.000 0.094 0.000 0.031 0.000 

313 0.531 0.469 0.406 0.313 0.344 0.219 

319 0.000 0.031 0.000 0.000 0.000 0.000 
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Anexo 4. Genotipos observados en  cada una de las poblaciones y para la población en total 

Locus: 1 Pld005 

           
Genotipo: 

164 164 166 168 166 166 168 166 168 166 168   

164 166 166 168 170 178 178 180 180 184 188 Total 

1 2 0 0 1 1 2 8 0 2 0 0 16 

2 0 2 2 1 1 5 2 2 0 1 0 16 

3 0 0 1 3 0 0 2 1 9 0 0 16 

4 0 0 0 3 0 1 6 0 6 0 0 16 

5 2 0 0 7 0 0 0 0 6 0 1 16 

6 4 0 1 7 0 1 2 0 1 0 0 16 

Total: 8 2 4 22 2 9 20 3 24 1 1 96 

 

Locus:2 PLT009 

   
Genotipo: 

160 160 181   

160 181 181 Total 

1 0 11 5 16 

2 0 15 1 16 

3 0 10 6 16 

4 2 13 1 16 

5 4 9 3 16 

6 4 11 1 16 

Total: 10 69 17 96 

 

Locus:3 PLT109 

           
Genotipo: 

110 110 114 110 114 118 110 118 122 122 126   

110 114 114 118 118 118 122 122 122 126 126 Total 

1 2 5 0 3 0 3 2 1 0 0 0 16 

2 5 9 0 0 1 0 1 0 0 0 0 16 

3 0 3 0 10 0 1 2 0 0 0 0 16 

4 6 2 0 6 1 1 0 0 0 0 0 16 
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5 5 3 1 2 3 1 0 1 0 0 0 16 

6 6 0 1 2 0 0 0 0 2 3 2 16 

Total: 24 22 2 23 5 6 5 2 2 3 2 96 

 

Locus:4 PLT087 

    
Genotipo: 

256 256 256 268   

256 266 268 268 Total 

1 3 0 10 3 16 

2 8 1 6 1 16 

3 4 0 11 1 16 

4 3 1 9 3 16 

5 7 0 8 1 16 

6 9 0 3 4 16 

Total: 34 2 47 13 96 

 
Locus:5 PLT039 

       
Genotipo: 

246 246 250 246 250 254 246   

246 250 250 254 254 254 258 Total 

1 2 13 0 1 0 0 0 16 

2 1 9 1 1 0 2 2 16 

3 8 7 0 0 1 0 0 16 

4 7 9 0 0 0 0 0 16 

5 7 8 0 1 0 0 0 16 

6 11 4 0 1 0 0 0 16 

Total: 36 50 1 4 1 2 2 96 

 

Locus:6 PLT064 

           
Genotipo 

143 147 143 143 147 155 143 147 155 159 167   

143 147 151 155 155 155 159 159 159 159 179 Total 

1 0 0 0 6 7 1 1 0 0 1 0 16 

2 1 0 0 3 4 2 4 0 0 1 1 16 
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3 2 0 0 3 4 4 1 2 0 0 0 16 

4 1 0 0 6 6 1 1 1 0 0 0 16 

5 3 0 2 6 1 1 1 0 1 1 0 16 

6 5 1 0 3 1 0 2 0 1 3 0 16 

Total: 12 1 2 27 23 9 10 3 2 6 1 96 

 

 

Locus:7 PLT107 

    
Genotipo: 

311 311 315 311   

311 315 315 319 Total 

1 7 9 0 0 16 

2 7 7 2 0 16 

3 4 12 0 0 16 

4 4 10 0 2 16 

5 10 6 0 0 16 

6 13 3 0 0 16 

Total: 45 47 2 2 96 

 

 

Locus:8 PLT042 

      
Genotipo: 

140 148 148 140 148 160   

148 148 156 160 160 160 Total 

1 0 0 9 0 6 1 16 

2 0 0 4 0 12 0 16 

3 0 0 3 0 10 3 16 

4 0 0 4 0 12 0 16 

5 0 1 7 0 7 1 16 

6 7 1 1 1 3 3 16 

Total: 7 2 28 1 50 8 96 
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Locus:9 PLT045 

      
Genotipo: 

277 289 289 289 313 291   

277 289 309 313 313 319 Total 

1 0 1 0 13 2 0 16 

2 1 2 0 9 3 1 16 

3 0 1 3 11 1 0 16 

4 0 6 0 10 0 0 16 

5 0 5 1 9 1 0 16 

6 0 10 0 5 1 0 16 

Total: 1 25 4 57 8 1 96 

 

Anexo 5. Alelos privados 
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Anexo 6. Mapa del uso de suelo y vegetación del Nevado de Toluca en el 2000. Extraido de Mass et 

al. 2006 

 

 

 


